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GLOSARIO 
AZÚCARES REDUCTORES: son aquellos que poseen su grupo carbonilo intacto, 
y que a través de este pueden reaccionar como reductores con otras moléculas. 
CEPA: material biológico de características específicas que identifican un grupo de 
microorganismos. 
ETANOL: líquido incoloro e inflamable con un punto de ebullición de 78 °C. Principal 
producto de las bebidas alcohólicas. 
INÓCULO: suspensión celular donde se adapta la cepa al sustrato previo a la 
fermentación. 
INVERSIÓN DE AZÚCARES: proceso mediante el cual la sacarosa se separa en 
dos monosacáridos (glucosa y fructosa) empleando la hidrolisis enzimática o 
hidrolisis ácida.  
MEDIO DE CULTIVO: son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones 
adecuadas y en condiciones físicas óptimas, permiten el crecimiento de los 
microorganismos. 
METABOLITO: cualquier sustancia química involucrada en una ruta metabólica ya 
sea como sustrato, intermediario o producto, en algunos casos biomasa. 
MIELES INVERTIDAS: producto que se obtiene al someter mieles a los procesos 
de inversión y concentración, logrando un mayor contenido de azúcares. 
MIELES: mezcla altamente concentrada de azúcares, que se obtiene por 
evaporación al vacío. 
RUTA METABÓLICA: serie de reacciones químicas que ocurren dentro de una 
célula catalizadas por enzimas, para formar un producto a partir de un sustrato 
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RESUMEN 
El etanol es una fuente de energía potencial y su producción a partir de biomasa 
renovable ha adquirido gran popularidad, alrededor del mundo se encuentran 
investigaciones para su producción mediante la utilización de sustratos regionales 
de bajo valor comercial, desechos orgánicos y residuos industriales. 
Con esta iniciativa se realizó un proceso de fermentación, utilizando como sustratos 
dos tipos de mieles de caña, una miel de caña estándar y otra invertida, las cuales 
se caracterizaron de acuerdo a pH,°Brix, densidad, viscosidad y pureza relativa, 
fueron sometidas a un proceso de pasteurización previamente a la inoculación y  
fermentación. Se utilizaron dos cepas comerciales de Saccharomyces cerevisiae, 
ATCC® 4098TM* y ATCC® 9763TM*, aisladas del vino blanco y de una destilería, se 
realizó un inóculo de cada una durante cinco días en una habitación con control de 
temperatura, durante este tiempo se realizaron liberaciones de presión manuales 
cinco veces al día para evitar la inhibición de las cepas; la fermentación se realizó 
a  una concentración de 15 °Brix y un pH de 4,5 y un 10% v/v del Inóculo durante 
tres días sin aireación; por último se determinó la producción de etanol usando la 
técnica de cromatografía de gases acoplada a masas. 
Los resultados obtenidos permitieron la selección del tipo de miel y cepa de acuerdo 
a costos de producción y rendimientos alcanzados. Obteniendo así que la 
combinación de miel invertida y cepa ATCC® 4098TM* presentaron los mayores 




Palabras clave: etanol, miel de caña, miel de caña invertida, Saccharomyces 
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INTRODUCCIÓN 
El agotamiento de los combustibles fósiles en todo el mundo ha generado la 
necesidad de investigar combustibles alternativos, mediante el uso de recursos 
energéticos renovables, se puede encontrar la solución a estos problemas de una 
forma sostenible; en este contexto destacan los procesos fermentativos, donde el 
metabolito microbiano se utiliza para la transformación de materias primas simples 
en productos con alto valor agregado, entre las fuentes de energía potenciales se 
encuentra el bioetanol1, cuya rentabilidad depende de la disponibilidad y costo de 
las materias primas utilizadas, el tipo de microorganismos empleados, la eficiencia 
del proceso de conversión biológica y la separación de los productos y 
subproductos2. 
La producción de etanol por fermentación es una industria bien establecida y 
compleja dado la gran cantidad de variables que intervienen, en la actualidad se 
utiliza una gran variedad de materias primas sin embargo maíz, trigo, centeno, sorgo 
y caña de azúcar son las principales fuentes de azúcar fermentable; los costos de 
producción siguen siendo elevados por lo tanto es necesario implementar la 
utilización de fuentes de carbono económicas para la producción de etanol a escala 
comercial3.  
De esta manera este proyecto evalúa la producción de etanol vía fermentativa,  
empleando como fuente de carbono dos tipos de mieles de caña y dos cepas 
comerciales, teniendo en cuenta los costos implicados en su producción.  
                                            
 
1 AGARWAL,Avinash Kumar. Biofuels (alcohols and biodiesel) applications as fuels for internal 
combustion engines. En: PROGRESS IN ENERGY AND COMBUSTION SCIENCE. vol. 33, no. 3, p. 
233-271 
2 BALAT,Mustafa; BALAT,Havva y ÖZ,Cahide. Progress in bioethanol processing. En: PROGRESS 
IN ENERGY AND COMBUSTION SCIENCE. vol. 34, no. 5, p. 551-573 
3 TANAKA,Kenji; HILARY,Zakpaa D. y ISHIZAKI,Ayaaki. Investigation of the utility of pineapple juice 
and pineapple waste material as low-cost substrate for ethanol fermentation by Zymomonas mobilis. 
En: JOURNAL OF BIOSCIENCE AND BIOENGINEERING. vol. 87, no. 5, p. 642-646 
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JUSTIFICACIÓN 
De acuerdo con FedeBiocombustibles4 actualmente en Colombia se tiene una 
producción de  alcohol carburante a nivel nacional de 1.970.000 L/día de los cuales 
1.650.000 L/día se producen en un ingenio azucarero, según datos de ministerio de 
agricultura5,  en el departamento de Cundinamarca se encuentra como mayor 
cultivo permanente la caña panelera con un 27,39%, teniendo la panela como 
producto base ; desde algunos años se ha iniciado un proceso de modernización 
técnica de la infraestructura y de los cultivos, y la incursión en la producción de otros 
productos derivados de la caña de azúcar o la panela para la  diversificación del 
mercado. Debido a que el precio promedio de la panela al productor hasta 
septiembre del año 2016 según datos de FedePanela6 es de 1.969,33 COP/ kg 
mientras que el precio de alcohol es de 2.228 COP/ litro, acorde con la Resolución 
40349 del 28 de Abril de 2017, entrando en vigencia desde el 1 de Mayo de 2017 
Teniendo en cuenta esta nueva perspectiva, es necesario evaluar los recursos 
disponibles en la región de Gualivá relacionados con la producción de mieles de 
caña, disponibilidad comercial de enzimas y condiciones de infraestructura; con el 
fin de generar rutas de producción eficientes que impulsen la economía de la región, 
para lo cual es necesario evaluar los rendimientos que se obtienen en la producción 
de etanol mediante mieles de caña, su calidad y costos. 
El presente trabajo plantea la posibilidad de evaluar el uso de las mieles 
provenientes de la región de Gualivá, evaluar los rendimientos de producción de 
etanol y los costos asociados a la fermentación; para una futura implementación en 
plantas de producción de etanol en la región. 
                                            
 
4 Información general sector azucarero. [En línea]. Federación nacional de biocombustibles de 
Colombia. [Citado 3-Marzo-2017]. Disponible en internet: 
http://www.fedebiocombustibles.com/v3/estadistica-mostrar_info-titulo 
Alcohol_Carburante_(Etanol).htm 
5 Informe de rendición de cuentas 2016-2017 “el renacer del campo”. [En línea]. Ministerio de 
agricultura. [Citado 3-Marzo-2017]. Disponible en internet: 
https://www.minagricultura.gov.co/Documentos%20Publicos/RENDICION%20DE%20CUENTAS%2
0-%20INFORME%202016-2017.pdf  
6 Histórico de precios, promedio nacional ponderado. [En línea]. Federación nacional de productores 
de panela. [Citado 3-Marzo-2017]. Disponible en internet: 
http://www.fedepanela.org.co/images/precios/PP2SEP.pdf 
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OBJETIVOS 
OBJETIVO GENERAL 
Evaluar la producción de etanol a partir dos cepas comerciales y dos tipos de mieles 
de caña provenientes de la región de Gualivá, departamento de Cundinamarca. 
OBJETIVOS ESPECIFICOS 
1. Caracterizar las mieles de caña provenientes de la región de Gualivá. 
2. Evaluar la producción de etanol y el rendimiento de la fermentación, según el 
tipo de miel y cepa. 
3. Determinar los costos asociados a la fermentación.  
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1. MARCO TEORICO 
1.1 CAÑA DE AZÚCAR  
1.1.1 Generalidades. “La caña de azúcar es una gramínea tropical, que 
cuenta con un tallo leñoso, redondo y hueco donde se forma un tejido esponjoso y 
se acumula un jugo rico en sacarosa. Su altura puede superar los 2 metros, tiene 
hojas largas, lampiñas y flores purpureas en panoja piramidal”7.  
 
En el Cuadro 1 Cuadro 1 se presentan los rangos del contenido porcentual para los 
principales componentes de la caña de azúcar. 
 Cuadro 1. Promedio de la composición química (%) de los tallos y los jugos de la caña de azúcar 
Constituyente químico en los tallos  %  
Agua   73-76  
Sólidos  
 Sólidos solubles (°Brix)  




En sólidos solubles del jugo    
Azúcares   
 Sacarosa  
 Glucosa  






 Inorgánicas  
 Orgánicas  
3-3,4  
1,5-4,5  
Ácidos orgánicos  
Otros no azúcares orgánicos  
1-3  
  
 Proteína  
 Almidones  
 Gomas  
 Grasas, ceras  






Fuente 1. GUERRA, Alex y HERNÁNDEZ, Alejandra. EL CAMBIO CLIMÁTICO Y EL CULTIVO DE LA CAÑA 
DE AZÚCAR. En: EL CULTIVO DE LA CAÑA DE AZÚCAR EN GUATEMALA. p. 311, SA, 2014  
 
                                            
 
7 CASAGRANDE,Ailto Antonio. Tópicos De Morfologia e Fisiologia Da Cana-DeAçúcar. Funep, 1991.   
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1.1.2 Mieles de caña.  Se pueden obtener tanto del proceso de producción 
de azúcar como de panela. En la etapa de cristalización luego de la clarificación, se 
inicia la evaporación de agua para aumentar la concentración de azúcares en el 
jugo de caña, por el calentamiento a 96°C se obtiene una parte sólida (cristales de 
sacarosa) y una parte líquida (mieles), esta mezcla se somete a una centrifugación 
para separar los cristales de las mieles; como dichas mieles aún poseen una alto 
contenido de azúcares el proceso se repite, obteniendo como resultado mieles de 
grados B, C y D, las cuales cuentan con una menor cantidad de azúcares presentes 
que la anterior, respectivamente, reduciendo su valor como sustrato fermentable. 
En la Figura 1, podemos observar el proceso de producción de mieles en un 
ingenio8.  
 
Figura 1. Proceso de producción de mieles en un ingenio 
 
Fuente 2. GUERRA, Alex y HERNÁNDEZ, Alejandra. EL CAMBIO CLIMÁTICO Y EL CULTIVO DE LA CAÑA 
DE AZÚCAR. En: EL CULTIVO DE LA CAÑA DE AZÚCAR EN GUATEMALA. p. 388, SA, 2014 
 
Estas mieles se emplean tanto como alimento animal como para la obtención de 
alcohol, la composición de estas es en extremo variable debido a que depende de 
factores industriales y agrícolas. En el Cuadro 2 se puede observar una composición 
aproximada de las mieles de caña.  
 
                                            
 
8 CLARKE,Margaret A. y GODSHALL,Mary An. Chemistry and Processing of Sugarbeet and 
Sugarcane: Proceedings of the Symposium on the Chemistry and Processing of Sugarbeet, Denver, 
Colorado, April 6, 1987 and the Symposium on the Chemistry and Processing of Sugarcane, New 
Orleans, Louisiana, September 3-4, 1987. Elsevier, 2013.  
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       Cuadro 2. Composición promedio de las mieles de caña 
Ítem Unidad Valor Ítem Unidad Valor 
Agua % 20,5 Calcio (Ca)  0,8 
°Brix  79,5 Fósforo (P2O3)  0,08 
Solidos totales  75,0 Sodio (Na)  2,4 
Densidad (Gl-1)  1,41 Cloruros (Cl-)  1,4 
Azúcares totales  46,0 Azufre (S)  0,5 
Sacarosa  28,0 Si   0,2 
Glucosa  9,3 Riboflavina   1,8 
Proteína cruda  3,0 Cu  (mg/kg) 36 
Nitrógeno (N2)  0,35 Hierro   249 
ELN  63,0 Manganeso   35 
Grasas  0,0 Zinc  13 
Fibra bruta  0,0 Biotina  0,36 
Cenizas  8,1 Colina   745 
Gomas y coloides  8,9 Ácido pantoténico   21 
Aminoácidos  0,95 Tiamina   0,9 
Fuente 3. Xu, Y.; BARRINGER, S. y ALVAREZ, V. (2005). Cause and Prevention of Cane Molasses Gelling. 
Journal of Food Chemistry and Toxicology, 70(8), 461-464. 
1.1.3 Mieles invertidas. Los azúcares contenidos en las mieles de caña, son 
en su mayor parte sacarosa para la cual la levadura produce una enzima (invertasa) 
que rompe la sacarosa en dos monosacáridos (glucosa y fructosa) ya que no la 
puede convertir directamente a etanol, por lo tanto, se somete a un proceso de 
inversión de azúcares para obtener una mayor cantidad de los azúcares glucosa y 
fructosa, los cuales por ser azúcares reductores no se cristaliza o solidifica. En el 
cuadro 3 observamos una composición aproximada de las mieles invertidas. 
   
La inversión de las mieles de caña se puede realizar mediante dos métodos los 
cuales son: 
 Fermentación: se mezclan 0,5 libras de levadura seca por 1000 galones de las 
mieles de caña a una concentración de 55°Brix, las levaduras producen la 
invertasa quien transforma la sacarosa en glucosa y fructosa; este proceso tarda 
de 6 a 9 horas, posteriormente se lleva a unos evaporadores  a una temperatura 
de 60°C, como resultado se obtiene la miel invertida o HTM (High Test Molasses) 
de aproximadamente 85,3°Brix9.  
                                            
 
9 Jaques, K. A., Lyons, T. P., and Kelsall, D. R. The Alcohol Textbook. Nottingham University Press: 
2003, p. 77.  
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 Hidrólisis ácida: se agrega ácido sulfúrico a una concentración del 92% (v/v) en 
una proporción de 1 a 2 litros por 100 litros de las mieles a 55°Brix, seguida de 
un calentamiento en un rango de temperaturas entre 90 y 93°C hasta que la 
medida de polarización sea de cero, posteriormente se adiciona una cantidad de 
cal para restaurar el pH a 6, y luego se realiza una evaporación para obtener 
una concentración de 85°Brix10. 
 





1.2 ETANOL  
1.2.1 Generalidades. El etanol o alcohol etílico es un hidrocarburo natural, 
de formula general C2H5OH. Industrialmente se produce mediante el proceso de 
fermentación de la glucosa, carbohidrato monomérico presente en la sacarosa y en 
otros compuestos poliméricos como el almidón y la celulosa.  
El proceso industrial de la producción de etanol consiste en tres etapas:   
 Reacciones bioquímicas: producto del metabolismo de los microorganismos 
utilizados, que transforman los azúcares fermentables en alcohol etílico como 
metabolito principal y otros subproductos que dependen de la pureza de la 
materia prima utilizada y de las condiciones ambientales11.  
 Separación del producto deseado: separación del etanol del resto de los 
compuestos presentes en el mosto fermentado y concentración del mismo para 
reducir el volumen facilitando su manejo posterior. El método más utilizado es la 
destilación pero se puede realizar también por extracción, adsorción, etcétera12.   
                                            
 
10 Ibíd., p. 78.  
11 Espinosa, R. 1984. The alcoholic Fermentation of molasses- practical aspects. Doctoral 
dissertation, Century University, New Mexico, p.32.  
12 Ibíd., p. 33. 7 Ibíd., p. 36.  
° Brix  85  
Sacarosa, %  27  
Azúcares reductores, %  50  
Calcio, %  0,2  
Cenizas, %  2,25  
Agua, %  15,50  
Fuente 4. CHEN,James CP y CHOU,Chung-Chi. Cane Sugar Handbook: A Manual for Cane Sugar 
Manufacturers and their Chemists. John Wiley and Sons, Inc., 1993 
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 Tratamiento, disposición y aprovechamiento de los subproductos separados: 
para el mejor aprovechamiento de recursos y la protección al medio ambiente7.  
1.2.2 Producción de etanol vía fermentativa. La producción de etanol por 
la acción de levaduras sobre malta o extractos de fruta ha sido llevada a cabo a 
gran escala por muchos años y fue el primer proceso industrial para la producción 
de un metabolito microbiano. Por esta vía se obtiene la mayor cantidad de etanol a 
nivel mundial. “El 95% del etanol en el mundo se obtiene por fermentación a partir 
de materias primas que contengan carbohidratos”. 
 
1.2.2.1 Microorganismos productores de etanol. Los microorganismos más 
utilizados son las levaduras, siendo diversas cepas de Saccharomyces cerevisiae 
las de mayor aplicación, así como algunas bacterias, entre ellas Zymomonas 
mobilis. El Cuadro 4 resume algunos de los microorganismos utilizados y/o 
investigados para la producción de etanol a partir de diversos sustratos y sus 
respectivas condiciones de fermentación.  
Estos microorganismos tienen condiciones de crecimiento y requerimientos 
nutricionales diferentes, por lo que en la selección del microorganismo se debe tener 
en cuenta el medio de cultivo que se va a utilizar y las condiciones a las cuales es  
necesario mantener dicho medio de cultivo para la producción de etanol como 
producto principal y para la supervivencia de los microorganismos13.  























                                            
 
13 STEELE,D. Bernie y STOWERS,Mark D. Techniques for selection of industrially important 
microorganisms. En: ANNUAL REVIEWS IN MICROBIOLOGY. vol. 45, no. 1, p. 89-106  
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Cuadro 4. (continuación) 
Kluyveromyces marxianus Glucosa Anaeróbico 
40-45°C 



























Fuente 5. MARISCAL MORENO,Juan Pablo. En: EVALUACIÓN y SELECCIÓN DE MICROORGANISMOS 
PARA LA PRODUCCIÓN DE ETANOL a NIVEL INDUSTRIAL= EVALUATION AND SELECTION OF 
MICROORGANISMS FOR ETHANOL PRODUCTION AT INDUSTRIAL LEVEL. 
1.2.2.2 Saccharomyces cerevisiae. Este microorganismo fue descrito por E. 
C. Hansen en 1838. “Pertenece al Phylum Ascomycota, Clase Saccharomycetes, 
Orden  Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae”14.  
  
La producción de etanol es llevada a cabo vía glucolítica, también conocida como 
la ruta de Embden Meyerhoff Parnas (EMP), en la cual la glucosa es transformada 
en etanol bajo condiciones anaeróbicas15. Un esquema de esta ruta es presentado 
en la Figura 2 y la Ecuación 1 expresa la producción de etanol a partir de glucosa 
por esta ruta.  
Ecuación 1. Producción de etanol - ruta EMP 
𝐶6𝐻12𝑂6 +2𝑃𝑖 +2𝐴𝐷𝑃→2𝐶2𝐻5𝑂𝐻+2𝐶𝑂2 +2𝐻2𝑂+2𝐴𝑇𝑃 
Fuente 6. AQUES, K. A., LYONS, T. P., y KELSALL, D. R. The Alcohol Textbook. Nottingham University 
Press: Nottingham, UK, 2003. 
                                            
 
14 GRAVAN PEREZ, Cynthia. Diseño de una instalación destinada a los procesos de fermentación 
alcohólica y mamolactica. Universidad de Cadiz, 2008  
  
15 DRAPCHO,Caye M.; NHUAN,Nghiem Phu y WALKER,Terry H. Biofuels  
Engineering Process Technology. McGraw-Hill New York, NY, USA:, 2008  
  26 
Figura 2. Ruta Embden Meyerhoff Parnas para la producción de etanol 
 
Fuente 7. JAQUES, K. A., LYONS, T. P., y KELSALL, D. R. The Alcohol Textbook. Nottingham University 
Press: Nottingham, UK, 2003. 
1.2.2.3 Requerimientos nutricionales. Saccharomyces cerevisiae requiere 
ciertos nutrientes y condiciones ambientales para su apropiado crecimiento y 
reproducción. Algunos elementos son  necesarios como por ejemplo carbono, 
hidrógeno, oxígeno, nitrógeno y fósforo16.  
 Carbono: Los compuestos carbonados son utilizados tanto como fuente de 
energía y como fuentes de carbono como glucosa, fructosa, manosa etcétera17.   
                                            
 
16 OSPINA,A. y PALACIOS,M. Efecto del cultivo de levaduras sobe la carga orgánica de los efluentes 
de SUCROMILES SA  
17 JONES,RP y GREENFIELD,PF. A review of yeast ionic nutrition. I: growth and fermentation 
requirements. En: PROCESS BIOCHEMISTRY. vol. 19, no. 2, p. 49.  
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 Nitrógeno: Promueve el crecimiento por lo cual su presencia es de gran 
importancia en los medios de cultivo. La levadura Saccharomyces cerevisiae 
puede utilizar el nitrógeno en forma de iones de amonio los cuales pueden ser 
aportados por sales como cloruro de amonio, nitrato de amonio, fosfato de 
amonio y sulfato de amonio. Otra fuente de nitrógeno son los aminoácidos, 
dipéptidos, tripéptidos y urea18.  
  
 Fósforo: Es esencial para el crecimiento ya que regula la síntesis de lípidos y 
carbohidratos, mantiene la integridad de la pared celular. la levadura asimila el 
fósforo mediante iones ortofosfato, las fuentes de fósforo en el medio de cultivo 
son el dihidrógenofosfato o el hidrógenofosfato disódico en un concentración de 
0.6 mM/g de células para una fermentación óptima19  
  
 Azufre: La fuente de azufre más utilizada por la levadura Saccharomyces 
cerevisiae es el sulfato de amonio, sulfito y el tiosulfato20.  
  
 Elementos traza: “K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn y Cl quienes se requieren a 
concentraciones de 0.1 a 1 mM”21. 
 
 Potasio: A pH ácidos estimula la fermentación y la respiración, actúa como 
efector de varias enzimas como piruvato quinasas, aldolasa, aldehído 
deshidrogenasa y permeasa; e interviene en la estructura de los ARN, las 
fuentes de potasio son el cloruro potásico y los fosfato mono y dipotásico22. 
 
 Magnesio: Es utilizado como activador de las enzimas glicolíticas, estimula la 
síntesis de ácidos grasos y regula las ATPasas; es aportado al medio de cultivo 
en forma de sulfato o cloruro de magnesio23.  
  
1.2.2.4 Requerimientos físico-químicos. Es una levadura utilizada 
industrialmente en la fabricación de bebidas alcohólicas, puesto que es de fácil 
acceso y se tienen buenos resultados con la misma bajo unas condiciones de 
crecimiento que resultan de fácil manejo y tolera altas concentraciones de etanol24.  
Las variables que inciden sobre el proceso fermentativo con Saccharomyces 
cerevisiae son:   
                                            
 
18 Ibíd., p. 49.  
19 Ibíd., p. 50.  
20 Ibíd., p. 50.  
21 Ibíd., p. 50.  
22 Ibíd., p. 51.  
23 Ibíd., p. 52.  
24 NIELSEN,Jens. Fermentation monitoring, design and optimization. En:  
ENCYCLOPEDIA OF BIOPROCESS TECHNOLOGY., p. 244  
  28 
 Concentración de azúcar: Este es el factor más importante pues incide 
directamente en la velocidad de fermentación y en la concentración alcohólica la 
cual influye en la actividad de la levadura. Una concentración de 10 a 18% es la 
más adecuada. Un aumento en la concentración, aumenta el tiempo de 
fermentación y una concentración muy baja no resulta económica25.  
 pH: La fermentación se efectúa satisfactoriamente cuando el pH del mosto se 
encuentra entre 4 y 5. Este pH es el óptimo para la multiplicación de la levadura 
y evita la contaminación del sustrato por bacterias y hongos filamentosos26.  
 Temperatura: La temperatura de crecimiento de la levadura, es en general 22 – 
30°C para su óptimo y en un máximo comprendido entre 34 – 47°C27.  
 Tiempo de fermentación: La fermentación se lleva a cabo sobre las 50 horas o 
menos, dependiendo de la temperatura, concentración inicial y reducción de 
azúcares28.  
 Concentración de etanol: el etanol es tóxico en concentraciones de 8% (p/v) al 
18% (p/v) 25.  
                                            
 
25 Ibíd., p. 245.  
26 Ibíd., p. 247.  
27 Ibíd., p. 249.  
28 GRAVÁN. Óp. cit., p.25 25  
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2. CARACTERIZACIÓN Y COMPARACIÓN DE LAS MIELES 
Para la caracterización de las mieles se realizaron pruebas de pH, °Brix, densidad 
y concentración de azúcares reductores. Se cuentan con dos tipos de mieles, unas 
obtenidas directamente del proceso de la panela y otras que fueron posteriormente 
tratadas para invertir sus azúcares, la inversión asegura mayor cantidad de glucosa 
separada del disacárido sacarosa, el cual se encuentra en mayor proporción29. 
Estos son importantes, tanto metodológicamente para el estudiante, como para el 
crecimiento adecuado del microorganismo, las cepas seleccionadas se tratan de 
cepas tipos Saccharomyces y por tanto tienen un rango de pH óptimo de 4 a 5 pH30, 
los °Brix son una medición indirecta de los azúcares que contienen las mieles, por 
lo que son importantes si se consideran los requerimientos nutricionales de los 
microorganismos (Véase 1.2.2.3), pero también son importantes 
metodológicamente, puesto que las mieles al tener un valor de °Brix que puede ir 
desde 60 a 85 °Brix, fueron diluidas para poder trabajar con ellas; la concentración 
de azúcares reductores es importante porque da un estimado de los azúcares que 
los microorganismos pueden procesar más fácilmente en etanol, finalmente la 
densidad se utiliza para calcular la pureza relativa de las mieles junto con las demás 
características. 
2.1 PH  
Para la caracterización del pH de las mieles se utilizó un pH metro marca BANTE 
modelo 900P, con corrección de temperatura automática, el cual fue calibrado 
posteriormente con una solución buffer de pH 4, tanto las mieles invertidas como 
las no invertidas obtuvieron un pH considerablemente ácido, ya que se esperaba un 
pH entre 6,7 y 7,231, propio del proceso de la producción de miel de caña, la miel 
invertida obtuvo 4,060 pH, mientras que la miel no invertida obtuvo un valor de 4.157 
pH. 
Se puede ver que ambos tipos de mieles presentan un pH óptimo para la realización 
de la fermentación, ya que al tratarse de cepas tipo Saccharomyces, tienen un valor 
                                            
 
29 QUESADA, Walter F. Determinación de parámetros óptimos para la producción y aromatización 
de miel hidrolizada, panela soluble y azúcar. Universidad Tecnica del Norte. Ibarra Ecuador. 2007 
30 NARENDRANATH, Neelakantam y POWER, Ronan. Relationship between pH and Medium 
Dissolved Solids in Terms of Growth and Metabolism of Lactobacilli and Saccharomyces cerevisiae 
during Ethanol Production. American Society for Microbiology – Applied and Enviromental 
Microbiology. Mayo de 2005. p. 2239-2243 
31 MELGAR, Mario; MENESES, Adlai. EL CULTIVO DE LA CAÑA DE AZÚCAR EN GUATEMALA. 
2014. Artemis Edinter S.A. p 336. 
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óptimo de pH entre 4 y 532, por lo tanto no es necesario realizar un ajuste de pH 
mediante la adición de ácido cítrico. De esta forma se decidió  llevar a los dos tipos 
de mieles a 15°Brix, esto es 150g/L siendo su composición mayoritariamente 
azúcares con 46% de los sólidos totales y teniendo en cuenta que el crecimiento de 
Saccharomyces se ve disminuido para algunas cepas luego de 100g/L33, se tomó 
el valor de 15°Brix por estar por debajo de dicha concentración, facilidad de 
preparación y por qué valores más elevados no permitirían el crecimiento de la 
levadura al dificultar su movilidad. 
2.2 °BRIX 
Los °Brix se determinaron con un refractómetro de rango de 0-85°Brix marca 
Milwaukee, modelo MA871, los resultados obtenidos contrastan con los esperados, 
las mieles invertidas obtuvieron el grado más alto, con un valor de 75.5°Brix, los 
valores esperados para este tipo de mieles rondan los 80°Brix; el otro tipo de miel 
obtuvo un valor menor, siendo este de 66°Brix. La importancia de los °Brix viene 
dada junto con la concentración real de cada tipo de miel, puesto que la fuente de 
carbono para las cepas se trata de los azúcares presentes en estas mieles y su 
disponibilidad, Saccharomyces Cerevisiae no puede fermentar todo tipo de 
azúcares, La sacarosa no es un azúcar fermentable como si, primero se debe 
hidrolizar en glucosa/fructosa, que si son fermentables y reductores34; esto supone 
un gran problema porque del 46% de los azúcares presentes en las mieles, 28% es 
sacarosa (Ver 1.1.2), razón por la cual la disponibilidad de azúcares en la miel 
invertida es mayor. 
2.3 CONCENTRACIÓN DE AZÚCARES REDUCTORES 
La concentración de azúcares reductores se determinó por medio de una titulación 
con reactivo de Fehling, ya que los azúcares reductores reaccionan a este reactivo 
y los azúcares no reductores no lo hacen, el reactivo de Fehling permite la 
determinación de la concentración de azúcares reductores sin importar la 
concentración de otros azúcares no reductores como la sacarosa. 
Se usó como blanco una solución de glucosa, las titulaciones se realizaron con una 
bureta de 50mL, un beaker de 250mL, una placa de calentamiento con agitador 
magnético y una solución de reactivo de Fehling preparada en el momento, siendo 
                                            
 
32 NARENDRANATH. Op. cit. 
33 LOPEZ, Noe; ORLIC, Sandi. Effects of temperature, pH and sugar concentration on the growth 
parameters of Saccharomyces Cerevisiae, S. Kudriavzevii and their specific hybrid. International 
Journal of food microbiology. 2009 
34 MELGAR. Op Cit. p.390 
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esta de un litro en una proporción 1:1:3 entre reactivo de Fehling A, reactivo de 
Fehling B y agua destilada. Cada una de las titulaciones se realizó con tres 
réplicas35. 
La preparación de la solución de glucosa usada como blanco consto de 2,5g de 
glucosa anhidra en 500 mL de agua destilada; debido a que las mieles presentan 
una viscosidad elevada acorde a lo determinado experimentalmente en este 
proyecto (1600-18800cP), se realizó una dilución de la misma, siendo esta de 
100mL de miel en 900mL de agua para ambas mieles. 
En la Figura 3 se puede observar el resultado de la dilución de ambos tipos de 
mieles, junto con el color característico de cada una de ellas, ya que para ambos 
casos su tonalidad era café oscuro, se procedió con las titulaciones con cuidado, ya 
que afectaba notablemente el color de la solución a titular y no se disponían de 
referentes bibliográficos sobre cómo podía cambiar el color durante la titulación para 
soluciones con mieles de caña o soluciones no translucidas en general. 
Figura 3. Mieles en dilución: No invertida (A) & Invertida (B) 
 
La titulación de cada una de las soluciones consistió en la adición por goteo de las 
soluciones a 25mL del reactivo de Fehling preparado con anterioridad, al tiempo 
que se mantenía una temperatura superior a 70°C (sin llevar a ebullición)36 con la 
placa de calentamiento, que a su vez ayudo en la agitación del Erlenmeyer. Se 
dividió en varias etapas, en un primer momento al adicionar la solución comenzaba 
un cambio de color del azul característico del reactivo de Fehling a un azul grisáceo, 
esto para el blanco de glucosa, el cambio de color presente en la solución a titular 
debido a la tonalidad natural de las mieles fue un factor que se observó 
                                            
 
35 Determination of Glucose by Titration with Fehling’s Reagent. [En linea].Truman State University. 
[Citado 10-Enero-2017]. Disponible en internet: http://blamp.sites.truman.edu/files/2016/01/Fehling-
final.pdf 
36 Ibid., p.2. 
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detenidamente para los cambios de color inherentes a la titulación, el primer cambio 
de color para el blanco de glucosa y las mieles de caña es diferente, para las mieles 
de caña el tono adquirido se inclinaba más a un tono verdoso, debido al mismo color 
de las mieles. En la Figura 4, se puede observar la diferencia en el cambio de color 
entre las soluciones de miel de caña y la solución del blanco de glucosa. 
Figura 4. Primera parte de la titulación: Mieles de caña (A) y Blanco de glucosa (B) 
 
Una vez se presentaba el anterior cambio de color se añadían 2 gotas del indicador 
azul de metileno y se continuaba con la titulación hasta que el color desaparecía 
totalmente y se presentaba un precipitado de color rojo, debido a la reacción de 
óxido reducción de la titulación, en la cual se obtiene oxido de cobre (I), siendo este 
el precipitado que indica el final de la reacción. 







(aq) + Cu2O(s) + 3H2O(l)  
Fuente 8. Determination of Glucose by Titration with Fehling’s Reagent. [En linea].Truman State University. 
[Citado 10-Enero-2017]. Disponible en internet: http://blamp.sites.truman.edu/files/2016/01/Fehling-final.pdf 
El precipitado de la reacción se puede observar en la Figura 5Figura 5, dado que el 
precipitado era muy abundante para todas las soluciones no se observó ninguna 
diferencia respecto al color rojo entre las distintas soluciones, para el final de la 
titulación. 
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Figura 5. Final de la titulación, presencia de precipitado como oxido de cobre (I) 
 
 
Las titulaciones se realizaron hasta 3 veces para cada solución, los resultados 
obtenidos se observan en la      Tabla 1. 
     Tabla 1. Volúmenes obtenidos para las titulaciones 
Blanco de Glucosa  Miel de Caña Miel de Caña 
Invertida 
5.7 ± 0.1 mL 15.7 ± 0.1 mL 0.9 ± 0.1 mL 
5.7 ± 0.1 mL 15.6 ± 0.1 mL 0.9 ± 0.1 mL 
5.6 ± 0.1 mL 15.6 ± 0.1 mL 0.9 ± 0.1 mL 
Promedio 
5.7 ± 0.1 mL 15.6 ± 0.1 mL 0.9 ± 0.1 mL 
Con los datos obtenidos y las ecuaciones 3 a 5 se calculó la concentración de 
azúcares reductores para ambas mieles. 
Ecuación 3. Gramos de glucosa para titular 25mL del reactivo de Fehling 
Factor de fehling =
g glucosa
mL solución
∗ mL titulación Blanco 
Ecuación 4. Concentración Miel de caña no invertida 
[Miel de caña] =
Factor de fehling
mL titulación miel de caña
∗
1000mL solución
100mL Miel de caña
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Ecuación 5. Concentración Miel invertida de caña 
[Miel invertida de caña] =
Factor de fehling






El resultado de la Ecuación 3 fue de 0.0285g de glucosa, este valor se sustituyó en 
las siguientes dos ecuaciones, junto con los valores obtenidos de la titulación para 
obtener de la Ecuación 4 una concentración de 
0.01827 𝑔 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠
𝑚𝐿 𝑀𝑖𝑒𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑎ñ𝑎 𝑛𝑜 𝑖𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎 
 y de la  
Ecuación 5una concentración de 
0.31667 𝑔 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠
𝑚𝐿 𝑀𝑖𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎ñ𝑎
. Los cálculos de estas 
ecuaciones se pueden encontrar en el apartado de anexos (Ver Anexo A). 
2.4 DENSIDAD 
La densidad de las mieles se determinó por medio de un picnómetro, siendo la 
densidad de las mieles de caña de 1,343g/mL y la de las mieles invertidas de caña 
de 1,42g/mL. 
2.5 PUREZA RELATIVA 
Junto con la concentración, la densidad y los °Brix, se puede determinar la relación 
que hay entre °Brix y concentración de azúcares reductores, como los °Brix se 
expresan en g de sólidos disueltos/ g de solución, es necesaria la densidad para 
expresar la concentración en estas unidades. A través de la Ecuación 6Ecuación 6 
y Ecuación 7 se determina la pureza relativa de la miel de caña no invertida. 
Ecuación 6. Concentración miel de caña no invertida expresada en g azúcares reductores/g solución 
[Miel de caña p/p] = [Miel de caña] ∗
1
ρMiel de caña no invertida
 
 
Ecuación 7. Pureza relativa Miel de caña expresada en g azúcares reductores/g solidos solubles 
Pureza relativa Miel de caña =
[Miel de caña p/p]
[°Brix Miel de caña no invetida]
 
 
La concentración obtenida fue de 0.0136g azúcares reductores/g solución, 
equivalente a una pureza relativa de 0.02061g azúcares reductores/g sólidos 
solubles para las mieles de caña no invertidas.  
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Ecuación 8. Concentración miel invertida de caña expresada en g azúcares reductores/g solución 
[Miel invertida de caña p/p] = [Miel invertida de caña] ∗
1
ρMiel invertida de caña
 
Ecuación 9. Pureza relativa Miel invertida de caña expresada en g azúcares reductores/g solidos solubles 
Pureza relativa Miel invertida de caña =
[Miel de caña p/p]
[°Brix Miel invetida de caña]
 
De manera análoga se utilizan la Ecuación 8Ecuación 8 y Ecuación 9, para 
determinar la concentración de miel invertida de caña, siendo esta de 0.223g 
azúcares reductores/g solución, equivalente a 0.2954g azúcares reductores/g 
solidos solubles. Los cálculos de las ecuaciones 6 a 9, se pueden encontrar en el 
apartado de anexos (Ver Anexo A). 
2.6 ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE 
2.6.1 Almacenamiento. En términos de cómo deben ser almacenadas 
ambas mieles no difieren significativamente, según Ramírez37, las mieles deben ser 
almacenadas en tanques con un amplio margen de seguridad estructural. Puesto 
es posible que los ácidos presentes en las mieles afecten la estructura de los 
tanques; deben tener una adecuada aireación para permitir el escape de los gases 
y no deben llenarse a más de dos tercios de su capacidad, esto por la necesidad de 
aireación, bajo la posibilidad de ventilar los tanques, el escape de gases y la 
formación de espumas. 
La temperatura es un factor a tener en cuenta en el almacenamiento de las mieles, 
HONIG dice38 que se puede esperar un decremento promedio de 1.2% de los 
azúcares totales para mieles almacenadas durante 6 meses a 30°C, pero se 
registran valores de hasta 2.5% y estos valores aumentan con la temperatura, por 
lo que debe ser controlada para evitar pérdidas. 
El contenido de azúcares juega un papel importante en el almacenamiento puesto 
que las mieles contienen azúcares cristalizables como la sacarosa y azúcares no 
cristalizables como los azúcares reductores39, la sacarosa puede iniciar un proceso 
de cristalización por semillamiento dentro del recipiente de almacenamiento, en 
condiciones normales este proceso se fuerza saturando las mieles con sacarosa 
durante la producción de panela, requiriendo altas temperaturas y presiones al 
                                            
 
37 RAMIREZ, Nidia L. Evaluación de los cambios fisicoquimicos en la composición de la melaza 
almacenada respecto al tiempo. Universidad de San Carlos de Guatemala. 2000. p. 9-10 
38 HONIG, Pieter. Principles of Sugar Technology, Vol I. Elsevier, Amsterdam. 1953 
39 MELGAR, op. cit, p.389 
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vacío; sin embargo el proceso puede ocurrir de manera natural durante prolongados 
periodos de tiempo. Por tal motivo se realizaron pruebas con distintas muestras, 
estas muestras fueron almacenadas en cilindros de PET (Teraftalato de polietileno) 
de 2L, bajo las mismas condiciones, aisladas de luz, a una temperatura promedio 
de 23°C. Se utilizaron 6 muestras, la Figura 6 muestra la evolución de distintas 
muestras de miel luego de 6 meses.  
 
Figura 6. Mieles con alto grado de cristalización (A) y Mieles con bajo grado de cristalización (B) 
 
 
Se observaron resultados diversos para las distintas muestras de miel de caña no 
invertida, todas las muestras presentaron cristalización de sacarosa, sin embargo, 
se observa que se presenta distinto grado de cristalización para cada una de las 
muestras, las mieles invertidas de caña no presentaron indicios de cristalización 
alguna, adicionalmente las mieles de caña no invertidas presentaron contaminación 
externa, en 4 de las 6 muestras, como se ve en la Figura 7, por lo que para evitar la 
pérdida de azúcares en las mieles de caña no invertidas, estas deberán ser usadas 
lo antes posible; en caso de necesitar ser almacenarlas por largos periodos de 
tiempo se tendrá que realizar una pasteurización a las mieles para eliminar cualquier 
microorganismo presente así como también esterilizar los recipientes en los cuales 
se llevará a cabo el almacenamiento, para así evitar cualquier tipo de 
contaminación. 
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Figura 7. Presencia de contaminación en las mieles de caña no invertidas 
 
 
Se calculó el grado de cristalización de cada muestra tomando el peso de la muestra 
y el peso de la parte cristalizada, en la Figura 8Figura 8 se puede apreciar los 
cristales fuera del recipiente y el grado de cristalización para cada una de las 
muestras se resume en la Tabla 2, se puede observar un mínimo de 1.1% y un 
máximo de 6.4% del peso total de la muestra, se esperaba que hubiera cristalización 
por parte de las mieles de caña no invertidas puesto que tienen una concentración 
de sacarosa mayor a las mieles invertidas de caña, sin embargo, el máximo valor 
alcanzado, revela que estas mieles no son viables para almacenamiento durante 
periodos de tiempo prolongados. 
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Tabla 2. Porcentaje cristalizado mieles de caña no invertidas al cabo de 6 meses 
Muestra Peso completo (g) Peso cristalizado (g) %Cristalizado 
1 2697,3 173,6 6,4% 
2 2710,7 49,3 1,8% 
3 2787,8 38,3 1,4% 
4 2864,3 49,9 1,7% 
5 2775 30 1,1% 
6 2737,3 95,2 3,5% 
 
El peso completo de las muestras varía debido a que se trata de muestras tomadas 
de distintos lotes del ingenio, en distintos días. 
2.6.2 Transporte. En cuanto al transporte de las mieles se refiere, el factor 
más determinante de estas es la viscosidad, las mieles presentan por su 
naturaleza viscosidades altas, según OLBRICH, se esperan viscosidades entre 
8000cP y 100cP, para 80°Brix40 y 60°Brix41 a 25°C,  dicha viscosidad se puede 
controlar con la temperatura, pero este método a la larga deshidrata las mieles, 
concentrándolas aún más, lo que puede generar la formación de cristales de 
sacarosa y cenizas, obstruyendo tuberías por lo que necesitarían una limpieza con 
mayor frecuencia. 
 
2.6.2.1 Viscosidad. Se realizó un análisis de viscosidad para ambos tipos de 
mieles con la ayuda de un viscosímetro rotacional marca Fungilab modelo ALPHA 
SERIES ALPL101271, como se observa en la Tabla 3, este análisis se realizó a 
25°C ya que sería la temperatura de operación aproximada. 
           Tabla 3. Viscosidades de las mieles a 25°C 
Viscosidad 
Miel no invertida a 25°C Miel invertida a 25°C 
Usillo RPM cP % Usillo RPM cP % 
L4 30 18640 93,3 L3 60 1619,1 80,9 
L4 20 18800 62,7 L3 50 1628,4 68,9 
L4 12 19076 38,2 L3 30 1643,6 41,1 
 
                                            
 
40 OLBRICH, H. The Molasses. Institut für Zuckerindustrie, Berlin. 1963. p.36 
41 Ibid. p.38 
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Se observó que la viscosidad de las mieles no invertidas es mucho mayor que la 
viscosidad de las mieles invertidas, lo cual es una clara desventaja frente a las 
mieles invertidas, la viscosidad de las mieles no invertidas al rondar los 18800cP las 
hacen poco viables para manejar directamente en sistemas de tuberías, sería 
necesario calentarlas antes de que estas entren en el sistema, lo que supone un 
gasto energético, además de los problemas expuestos anteriormente. Dada la alta 
viscosidad de las mieles no invertidas se tomó la decisión de elevar su temperatura 
10°C y observar la viscosidad con esta temperatura, como se puede ver en la Tabla 
4, la viscosidad continua siendo mayor a la de las mieles no invertidas, pese al 
incremento de 10°C. 
Tabla 4. Viscosidad miel no invertida a 35°C 
Viscosidad miel no invertida a 35°C 
Usillo RPM cP % 
L3 20 3497,5 58,3 
L3 12 3450,5 35,4 
L3 10 3537,4 29,5 
2.7 COMPARACIÓN DE LAS MIELES 
Se tomaron todos los parámetros anteriormente estudiados y se realizó un cuadro 
comparativo para facilitar el análisis. 





mejora No invertida Invertida 
pH (4 réplicas) 4,157 ± 0.001 
4,06 ± 
0.001 
pH  No aplica 
°Brix (4 
réplicas) 














Densidad 1,343 ± 0.001 
1,42 ± 
0.001 
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Tabla 5. (Continuación) 
%Cristalización 









cP  91,26% 
(3 réplicas) 
 
En resumen se observa que las mieles invertidas son claramente mejores en todas 
las propiedades críticas para el proceso, presenta una concentración mayor de 
azúcares reductores, siendo esta 16 veces mayor a la no invertida, lo que se traduce 
en una pureza relativa de azúcares reductores más alta, con un aumento de 13 
veces respecto a la no invertida, propiedad que junto con los °Brix son los 
indicadores de compra más usados para comercializar mieles de caña, teniendo un 
incremento del 14.39% frente a las mieles no invertidas; fuera de los indicadores de 
compra, también se tiene que las mieles invertidas son mejores debido a que 
pueden  almacenarse por largos periodos de tiempo, sin sufrir pérdidas de azúcares 
por cristalización y por consiguiente reducción de los rendimientos. 
Finalmente se tiene que para el proceso es mucho más fácil utilizar las mieles 
invertidas debido a su baja viscosidad, siendo la viscosidad de las mieles invertidas 
un 91.26% menor a la de las mieles no invertidas; la única propiedad que no tiene 
ningún inconveniente para ambas mieles es el pH, debido a que ambas cuentan con 
un pH acido óptimo para las cepas, y en caso de necesitar controlarlo a futuro, los 
insumos como el ácido cítrico ya se usan en el proceso para ambas mieles y no 
supondrían mayor gasto.  
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3. PRODUCCIÓN DE ETANOL Y RENDIMIENTO DE LA REACCIÓN 
Para la producción de etanol se tuvo en cuenta el tipo de microorganismo con el 
cual se trabaja, puesto que es importante que este se ajuste a las condiciones del 
proceso en la planta; se realizaron las fermentaciones, así como las 
correspondientes cromatografías de gases acoplado a masa (GC/MS), para 
conocer el rendimiento de las reacciones y tener una idea de que parámetros son 
más importantes para las fermentaciones en cuanto a tipo de miel y cepa. 
3.1 DESCRIPCIÓN DE LAS CEPAS 
Es importante tener en cuenta para el tipo de microorganismo las condiciones de 
crecimiento y el sustrato que se utilizará; también es necesario no olvidar que para 
obtener cepas certificadas dichas cepas requieren ser   importadas lo cual genera 
un tiempo de espera. Las cepas seleccionadas por el SENA se tratan de ATCC® 
9763TM y ATCC® 4098TM 
3.1.1 Tipo de microorganismo. La fermentación alcohólica comienza con la 
glucólisis de una molécula de glucosa para dar dos moléculas de ácido pirúvico y 
dos moléculas de ATP, como se puede observar en la Ecuación 1  las dos moléculas 
de ácido pirúvico se convierten en dos moléculas de acetaldehído y dos moléculas 
de CO2, las dos moléculas de acetaldehído se reducen mediante dos moléculas de 
NADH para formar dos moléculas de etanol; “llevado a cabo por varias levaduras y 
hongos (especies de Saccharomyces, Pichia, Aspergillus, Fusarium, Mucor) y por 
ciertas bacterias (Zymomonas)”42. 
Al emplear las mieles de caña como materia prima para la fermentación y posterior 
producción de etanol, el microorganismo que es más utilizado es Saccharomyces 
cerevisiae43. 
3.1.2 Disponibilidad. Actualmente se cuenta con la posibilidad de adquirir 
cepas certificadas a partir de unas colecciones internacionales como National 
Collection of type Cultures, Londres (CEPAS NCTC), American Type Culture 
Collection. Rockville, EU (ATCC) y World Data Centre for Microorganism (WDCM); 
para las cuales es necesario realizar la importación lo que tarda entre 30 y 45 días 
a excepción de las WDCM quienes se encuentran para entrega inmediata, al realizar 
una revisión bibliográfica el tipo de cepas certificadas más utilizadas, para la 
                                            
 
42 TORTORA,Gerard J.; FUNKE,Berdell R. y CHRISTINE,L. Case. Microbiology: An Introduction 
43 WILLEY,Joanne; SHERWOOD,Linda y WOOLVERTON,Chris. Prescott's Microbiology. McGraw -
Hill Higher Education, 2013. 
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producción de etanol empleando como sustrato mieles de caña, son ATCC por lo 
cual se decide emplear dicha colección. 
En cuanto a su costo está alrededor de $ 215.000 y $ 220.000 pesos lo que incluye 
2 KWIK-Stik ™ que contiene una única cepa del microorganismo elegido en un 
sedimento liofilizado, un depósito de fluido hidratante y un hisopo inoculado. 
3.1.3 Condiciones ambientales. Debido a que la fermentación se llevará a 
cabo en la provincia de Gualivá, departamento de Cundinamarca, Colombia, donde 
se han presentado temperaturas desde 16 °C a 31 °C desde el mes de septiembre 
de 2016 a junio de 2017, según datos  AccuWeather44; se escogieron las cepas de 
Saccharomyces cerevisiae ATCC® 4098TM* y ATCC® 9763TM* quienes cuentan con 
condiciones de crecimiento óptimo de 25 a 30 °C y 30°C respectivamente, 
encontradas en la ficha técnica de cada cepa en la página oficial de la American 
Type Culture Collection. Aunque también se presentan estudios en los cuales el 
crecimiento máximo de Saccharomyces cerevisiae se alcanza de 34 a 37 °C45, lo 
que se considera temperaturas elevadas para las fermentaciones de 
Saccharomyces cerevisiae. 
Las cepas adquiridas son certificadas lo cual significa que es un cultivo puro  que 
se ha sometido a pruebas morfológicas, bioquímicas y moleculares, las cuales son 
acreditadas para que se considere válida la fuente de procedencia; en los 
certificados (Ver Anexos 3 y 4) se encuentra tanto las características macroscópicas 
como las microscópicas, los resultados del sistema de identificación, donde se 
muestra la información de identificación, el organismo seleccionado y los detalles 
bioquímicos y los medios de hidratación, cultivo e incubación que se pueden utilizar 
en dichas cepas. Estas se almacenan entre 2 a 8 °C hasta su uso. 
3.1.4 ATCC® 9763TM*. La cepa ATCC 9763 ha sido aislada de una destilería, 
esta cuenta con rendimientos reportados para melazas de caña de azúcar del 
88,24% respecto a rendimientos teóricos según las guías de fermentación de la 
Universidad Nacional.46  
 
                                            
 
44 Tiempo meteorológico Villeta, Colombia. [En línea]. [Citado 14-Junio-2017]. Disponible en internet: 
http://www.accuweather.com/es/co/villeta/108238/ month/108238?monyr=6/01/2017 
45 LALUCE,Cecília, et al. Continuous ethanol production in a nonconventional five-stage system 
operating with yeast cell recycling at elevated temperatures. En: JOURNAL OF INDUSTRIAL 
MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY. vol. 29, no. 3, p. 140-144 
46 S. Garzon. C. Hernandez. Estudio comparativo de la producción de etanol entre Saccharomyces 
cerevisiae silvestre, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Candida utilis ATCC 9950. Universidad 
tecnológica de Pereira. 2009 
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Además, tiene una temperatura de crecimiento que se adecua a las condiciones con 
las que se cuenta en la región de Gualivá, teniendo una temperatura óptima de 
crecimiento de 30°C y la región tiene un promedio de 24-30°C. 
La cepa tarda entre 1 y 2 días en ser cultivada hasta obtener una concentración de 
biomasa de 21,3 g/L a una temperatura de 30°C47 la cual es una concentración 
óptima para realizar la fermentación.  
3.1.5 ATCC® 4098TM*. La cepa ATCC 4098proveniente del vino blanco, esta 
cuenta con altos rendimientos reportados al emplearla de forma inmovilizada (hasta 
75 mg/ml)48 
 
Esta cepa se selecciona, no únicamente por su rendimiento, sino también por tener 
características de cultivo muy similares a la cepa ATCC 9763, al tratarse también 
de una levadura del tipo Saccharomyces, se cuenta con una temperatura óptima de 
crecimiento de 30°C, y un tiempo de cultivo de entre 1 y 2 días, lo que facilita la 
replicación de las condiciones de crecimiento para ambas cepas. 
Otro factor a tener en cuenta es el pH, el valor óptimo para cada cepa puede variar, 
sin embargo existen estudios comparativos para las levaduras del tipo 
Saccharomyces en donde se observa que este valor se encuentra alrededor de 4-5 
pH49, las mieles trabajadas, son de por sí de carácter ácido, pero debido a que estas 
también tienen como destino la fabricación de panela, su pH se restaura hasta 
aproximadamente 6, por lo que se deberá controlar el pH de estas. 
3.2 PREPARACIÓN DEL INÓCULO 
Se lleva a cabo para aumentar la cantidad de microorganismos con el fin de realizar 
las posteriores fermentaciones. En primer lugar se sacaron las cepas de 
refrigeración y se dejaron reposar para que llegara a temperatura ambiente (20°C) 
durante mínimo 2 horas, de acuerdo con las fichas técnicas de cada cepa (Anexos 
5 y 6), se realizó la esterilización de los recipientes sumergiéndolos en agua en su 
punto de ebullición durante 20  minutos, posteriormente se desinfectó el recipiente 
por medios químicos con alcohol industrial (92% de concentración), de acuerdo con 
                                            
 
47 FAJARDO CASTILLO,Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO,Sandra Constanza. En: 
evaluación de melaza de caña como sustrato para la producción de Saccharomyces cerevisiae. 
48 Patente US 4350765 A, Method for producing ethanol with immobilized microorganism [En linea]. 
[Citado 20-Febrero-2017]. Disponible en internet: https://www.google.com/patents/US4350765 
49 Buzas, K. Dallmann, B. Szajani. Influence of pH on the Growth and Ethanol Production of Free 
and Immobilized Saccharomyces cerevisiae Cells. Department of Biochemistry, Jozsef Attila 
University, Hungria. 1988 
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lo indicado por Puentes50 para la preparación de los inóculos con mieles de caña, 
se utilizó un medio de cultivo consistente de 5%p/v de miel de caña y fosfato de 
amonio, el cual se pasteurizó a 80°C durante 20 minutos. 
 
Figura 9. Presentación de las cepas ATCC 9763 (A) y ATCC 4098 (B) 
 
 
Posteriormente se depositó un volumen de 4L del medio de cultivo anteriormente 
descrito en los recipientes estériles para luego abrir los KWIK-Stik™ que contienen 
las cepas y proceder la hidratación de las levaduras, según las indicaciones del 
fabricante (Ver Anexo B) y ser adicionadas a su respectivo recipiente (ver Figura 
10). Estos se deben mantener en condiciones aerobias a una temperatura de 30°C 
siguiendo las condiciones de crecimiento encontradas en la ficha técnica del 
microorganismo. Además, se realizó un medio de cultivo control sin levadura, para 
observar si hubo contaminación externa, el cual no presentó indicios de 
contaminación.  
 
                                            
 
50 PUENTES, Adriana. Producción estimulada de alcohol a partir de mieles de caña mediante un 
complejo enzimático obtenido de Rhizopus spp. Universidad Industrial de Santander. 2008. p.39. 
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Figura 10 Inóculo de las cepas ATCC 9763 (A) y ATCC 4098 (B) 
 
 
El control de la temperatura para los inóculos iniciales, se llevó a cabo mediante el 
uso de una habitación cerrada en la que previamente se tomó la temperatura  
mínima y máxima, durante una semana, siendo estas temperaturas de 23 y 30°C 
respectivamente, esto se hizo con el fin de simular las condiciones a las que se 
podrían realizar futuras fermentaciones dentro de la planta trapiche, sin embargo 
debido a que las condiciones óptimas de crecimiento de las cepas por ser del tipo 
Saccharomyces, y a las recomendaciones de las fichas técnicas de las cepas, se 
elevó la temperatura de la habitación para que no bajara de los 25°C, registrando 
una temperatura promedio de 27°C. 
Luego se llevaron los inóculos a la habitación previamente acondicionada, teniendo 
presente la temperatura optima, y que no estuvieran expuestas a la luz, para facilitar 
su crecimiento; se evidenció actividad de las levaduras al cabo de 1 día de la 
inoculación, ya que se presentó espumado en la superficie de los inóculos, la cepa 
ATCC® 9763TM fue quien presento mayor cantidad de CO2 producido. 
La producción de los inóculos  se realizaron durante 5 días, con el fin de aumentar 
la cantidad de biomasa presente, se observó un aumento en la cantidad de espuma, 
reflejado en la producción de CO2 que aumentaba la presión de los recipientes, por 
lo que se realizaron liberaciones de presión manuales 5 veces al día (12AM, 6AM, 
11AM, 3PM, 8 PM) para evitar la acumulación de CO2 que ocasiona inhibición de 
las levaduras y en el peor de los casos muerte de estas. La presión que debe resistir 
un recipiente PET según la NTC 4857 es de 150 psi (1.034MPa) durante 60 
segundos, se reporta que para Saccharomyces cerevisiae a 25°C y pH 4.5, empieza 
a existir inhibición con presiones parciales de dióxido de carbono a 0.5 atm 
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(0.0507MPa) e inhibición total a 2.7 atm (0.274MPa)51, mientras que se reporta 
rompimiento de la pared celular de la levadura a 200MPa52, por lo tanto se debe 
evitar llegar a estas presiones. En la Figura 11 y Figura 12 se presenta una 
comparación de la actividad al inicio y al final del Inóculo. 
Figura 11. Comparación día 1 (A) y día 5 (B) cepa ATCC 9763 
 
 
Figura 12. Comparación día 1 (A) y día 5 (B) cepa ATCC 4098 
 
 
                                            
 
51 JONES, Rodney y GREENFIELD, Paul. Effect of carbon dioxide on yeast growth and fermentation. 
Deparment of chemical engineering, University of Qeensland, St Lucia. Enzyme microbiology. 
Technology Vol 4. Australia. 1982. p. 213  
52 OSUMI, Masako. Pressure effects on yeast cell ultrastructure: changes in the ultrastructure and 
cytoskeleton of the dimorphic yeast, Candida tropicalis. High pressure and biotechnology. 1992. p. 
9-18. 
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3.3 FERMENTACIÓN DE LAS MIELES 
La fermentación de las mieles y mieles invertidas mediante los microorganismos 
Saccharomyces cerevisiae ATCC® 9763TM* y ATCC® 4098TM* se llevó a cabo en 
recipientes estériles, empleando un volumen efectivo de 5L de los dos tipos de 
mieles sometidas previamente a una pasteurización a 80°C durante 15 min para la 
eliminación de cualquier contaminación presente, luego se estabilizó a temperatura 
ambiente, a una concentración de 15 °Brix y un pH de 4,5 se agregó un 10% v/v del 
inóculo y se fermentó por 3 días, sin aireación.  
Debido a que se cuenta con dos variables independientes (tipo de miel y tipo de 
cepa) las cuales a su vez cuentan con dos niveles (miel de caña no invertida y miel 
de caña invertida y cepas ATCC® 9763TM* y ATCC® 4098TM*), de esta forma se 
obtiene un diseño de experimentos factorial 22; se realizó la experimentación por 
duplicado por lo tanto se realizaron 8 fermentaciones en total. Este diseño de 
experimentos es importante para determinar qué factores influyen más en las 
fermentaciones, el tipo de miel, el tipo de cepa o la interacción miel-cepa; y en qué 
grado influyen cada uno de estos factores. 
Una vez finalizadas las fermentaciones se tomaron 8 muestras de 1L cada una, para 
su análisis en el CGI (Centro de gestión industrial) del SENA de Bogotá, la técnica 
a utilizar fue una cromatografía de gases acoplada a masas (GC/MS). 
El CGI encontró que para poder trabajar con las muestras en el cromatógrafo se 
debían tratar primero, dicho tratamiento consistió en la pasteurización de las 
muestras, para que el choque térmico acabara con los microorganismos que aun 
estuvieran presentes en las muestras, la pasteurización se realizó con baño de 
maría a 80°C durante 20 minutos con recipientes sellados de 250mL; debido al alto 
contenido de azúcares que contienen las muestras (hasta 63.334g de azúcares 
reductores/L y que la concentración para las mieles invertidas era de 0.31667g 
azúcares reductores/mL) y a la temperatura de inyección del cromatógrafo (200°C) 
pueden producir una caramelización  provocando una obstrucción en el inyector del 
cromatógrafo por lo cual se realizó la destilación de cada una de las muestras.  
  48 
Figura 13. Rota evaporador utilizado por el CGI 
 
 
Para las destilaciones el CGI utilizó un rota evaporador, configurado para trabajar 
con una presión de vacío de 100mbar, una temperatura de baño de maría de 60°C 
y 50 RPM durante 30 minutos, usando 25mL de muestra, esta metodología tuvo 
repetitividad pues el volumen de destilado para todas las muestras fue de 19mL. 
Posteriormente se tomaron los destilados y se pasaron por el cromatógrafo, la 
información sobre la configuración del cromatógrafo se puede encontrar en el 
reporte entregado por el CGI en el Anexo G, la curva de calibración del cromatógrafo 
se realizó con alcohol etílico absoluto (≥99.5% v/v) a concentraciones de 1, 2, 3, 4 
y 5 % v/v. 
Figura 14. Cromatografo de gases utilizado por el CGI 
 
Los resultados obtenidos por el CGI corresponden al porcentaje de etanol v/v de las 
destilaciones, los cromatogramas para cada uno de estos se pueden encontrar en 
el anexo G, se tomaron estos valores y se pasaron a un porcentaje v/v de la 
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muestras, considerando que todos los destilados eran de 19mL y las muestras de 
25mL, los resultados para el porcentaje v/v de destilado y muestra se observan en 
la Tabla 6, se puede ver que existe una mayor desviación con la cepa ATCC 9763, 
esto puede deberse a que esta cepa según su ficha técnica tiene una temperatura 
optima de crecimiento de 30°C, mientras que la cepa ATCC 4098 tienen un rango 
de crecimiento de 25-30°C, lo que hace a la cepa ATCC 9763 más sensible a los 
cambios de temperatura y la fermentación se realizó de tal manera que la 
temperatura se mantuviera siempre entre el rango de 25-30°C, esta cepa se vio más 
afectada. 
      Tabla 6. Resultados de la fermentación 







Invertida 1 ATCC 4098 12,994 9,875 
Invertida 2 ATCC 4098 12,712 9,661 
No invertida 1 ATCC 4098 9,678 7,355 
No invertida 2 ATCC 4098 9,581 7,281 
Invertida 1 ATCC 9763 10,458 7,948 
Invertida 2 ATCC 9763 7,427 5,644 
No invertida 1 ATCC 9763 6,742 5,124 
No invertida 2 ATCC 9763 7,944 6,037 
3.4 ANÁLISIS DE VARIANZA ANOVA Y RENDIMIENTO DE LA 
REACCIÓN 
3.4.1 Análisis de varianza ANOVA. Se realizó un análisis de varianza con 
la ayuda del software SPSS 23 versión de prueba, los resultados para los efectos 
inter-sujetos se observan en la Tabla 7. 
 
          Tabla 7. Resultados prueba inter-sujetos 
Variable dependiente: % Etanol v/v 
Origen 












32,151a 3 10,717 7,997 0,036 0,857 
Intersección 751,479 1 751,479 560,769 0 0,993 
Cepa 19,201 1 19,201 14,328 0,019 0,782 
Miel 11,631 1 11,631 8,679 0,042 0,685 
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Tabla 7. (Continuación) 
Cepa * Miel 1,319 1 1,319 0,984 0,377 0,197 
Error 5,36 4 1,34    
Total 788,99 8     
Total 
corregido 
37,511 7     
a. R al cuadrado = 0,857 (R al cuadrado ajustada = 0,750) 
 
Se observa que se tiene una significancia (Sig.) al 0,05 para todos los tratamientos, 
menos para la interacción entre el tipo de cepa y miel, esto supone que la cepa no 
se ve afectada por el tipo de miel, sin embargo los tratamientos individuales de tipo 
de cepa y miel si afectan el rendimiento, especialmente el tipo de cepa, en la Figura 
15, se puede observar este comportamiento, existe una brecha entre los dos tipos 
de mieles, esta brecha se hace más grande con la cepa ATCC 4098, siendo esta 
de 3.223% para la cepa ATCC 4098 y de 1.599% para la cepa ATCC 9763, en 
cuanto al R al cuadrado, se tiene que el 85.7% del etanol obtenido se puede atribuir 
a los factores elegidos, este valor pudo ser más grande pero como se observa en la 
Tabla 6, para la cepa ATCC 9763 con miel invertida hay una desviación mayor a la 
presentada en las demás combinaciones, como se observa en la Tabla 8, la 
desviación en dicho caso es la más elevada de todas con un valor de 2.143. 
 
Tabla 8. Análisis estadístico descriptivo 
Variable dependiente: Etanol % v/v 
Cepa Media Desviación estándar N 
ATCC 
4098 
Invertida 12,853 0,199 2 
No invertida 9,629 0,069 2 
Total 11,241 1,865 4 
ATCC 
9763 
Invertida 8,942 2,143 2 
No invertida 7,343 0,850 2 
Total 8,142 1,620 4 
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3.4.2 Rendimiento de la reacción. Para el rendimiento de la reacción se 
tomaron los datos de la Tabla 6, en conjunto con la cantidad de miel de caña 
utilizada en cada fermentación y la relación empírica usada por Garzón. S y 
Hernandez. C53 “Según la Universidad Nacional de Colombia (Guías de 
fermentación) para determinar el rendimiento en el proceso de fermentación con 
base a la masa de melaza utilizada se utiliza la siguiente relación” 
 
                                            
 
53 Gonzales, S y Hernandez, C. Estudio comparativo para la producción de etanol entre 
Saccharomyces cerevisiae silvestre, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Candida utilis ATCC 
9950. Universidad Tecnologica de Pereira. 2009 
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Relación entre masa de melaza y etanol producido 
100kg de melaza    33L de etanol 
Fuente 9. Garzón, S y Hernandez, C. Estudio comparativo para la producción de etanol entre Saccharomyces 
cerevisiae silvestre, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Candida utilis ATCC 9950. Universidad 
Tecnologica de Pereira. 2009 
El uso de esta relación es debido a la dificultad que existe para determinar con 
exactitud la composición de las mieles, por lo que estas varían en cada lote, en el 
presente trabajo se determinaron los azúcares reductores, sin embargo la 
composición total de azúcares es incierta y los referentes bibliográficos tienen 
diferentes °Brix, por lo que se usa esta relación para comparar el rendimiento 
teórico, considerando los azúcares reductores, y el rendimiento empírico, según la 
anterior relación. 
Teniendo en cuenta lo anterior, se tomó la cantidad utilizada de miel en las 
fermentaciones, estas corresponden a 1L para miel invertida y a 1,14L para las 
mieles no invertidas, estas luego fueron llevadas a 15°Brix completando un volumen 
de 5L, se usó el volumen de miel y con ayuda de la densidad se determinó la masa 
de miel usada, usando la ecuación 10, luego se usó la Ecuación 11 para determinar 
el volumen de etanol según la relación, finalmente este se expresa en % v/v 
considerando los 5L totales usando la Ecuación 12. De manera análoga, se 
determinó el % v/v de etanol según la concentración de azúcares reductores, 
considerando el volumen de miel en las fermentaciones (1L y 1.41L) en la Ecuación 
13 junto con la concentración de azúcares reductores, luego con la Ecuación 14 y 
teniendo en cuenta que 180.16g de dextrosa forman 92.14g de etanol, se determina 
la masa de etanol en 5L, finalmente con esta masa, los 5L de volumen y la densidad, 
se determina el % v/v de etanol teórico con la Ecuación 15. 
Finalmente se tiene también el rendimiento de acuerdo a los azúcares totales, este 
se determinó teniendo en cuenta que las mieles de caña tienen en promedio 62%p/p 
de azúcares totales, expresados como azúcares reductores54, por lo que se usa la 
Ecuación 10 para determinar la masa de miel, la Ecuación 16 para determinar la 
masa de azúcares totales, la Ecuación 14 para la masa de etanol y la Ecuación 15 
para el porcentaje de etanol v/v. 
                                            
 
54 OLBRICH, H. The Molasses. Institut für Zuckerindustrie, Berlin. 1963. p 6 
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Ecuación 10. Masa de miel usada 
Masa de miel = Volumen de miel ∗ ρ 
Ecuación 11. Volumen de etanol según GARZÓN 








 segun relación =




Ecuación 13. Masa de azúcares reductores 
Masa azúcares reductores = [azúcares reductores] ∗ V 
 
Ecuación 14. Masa de etanol en 5L 

















Ecuación 16. Masa de azúcares totales 
Masa de azúcares totales = Masa de miel ∗ 0.62 
 
Los resultados de estas ecuaciones se encuentran en la Tabla 9, así como la 
comparación con el resultado experimental, los cálculos de las ecuaciones 10-16 se 
encuentran en el Anexo H. El rendimiento para cada porcentaje se determinó 
tomando el valor real sobre el valor de la relación, el de azúcares reductores y 
azúcares totales respectivamente. 
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          Tabla 9. Rendimiento de las fermentaciones 
















Invertida ATCC 4098 9,88% 9,37% 4,11% 11,41% 
Invertida ATCC 4098 9,66% 9,37% 4,11% 11,41% 
No invertida ATCC 4098 7,36% 10,10% 0,27% 12,31% 
No invertida ATCC 4098 7,28% 10,10% 0,27% 12,31% 
Invertida ATCC 9763 7,95% 9,37% 4,11% 11,41% 
Invertida ATCC 9763 5,64% 9,37% 4,11% 11,41% 
No invertida ATCC 9763 5,12% 10,10% 0,27% 12,31% 
No invertida ATCC 9763 6,04% 10,10% 0,27% 12,31% 
 










Invertida ATCC 4098 105,37%* 240,55% 86,52%* 
Invertida ATCC 4098 103,08%* 235,33% 84,65%* 
No invertida ATCC 4098 72,79% 2724,04% 59,77% 
No invertida ATCC 4098 72,06% 2696,73% 59,17% 
Invertida ATCC 9763 84,81% 193,60% 69,64% 
Invertida ATCC 9763 60,23% 137,49% 49,45% 
No invertida ATCC 9763 50,71% 1897,65% 41,64% 
No invertida ATCC 9763 59,75% 2235,97% 49,06% 
 
* Como se observa en la Tabla 9 para las muestras de miel invertida con la cepa 
ATCC 4098 se obtuvo un porcentaje de etanol por encima del esperado usando la 
correlación de GARZÓN, esto es debido a que pueden variar las mieles en cuanto 
a su composición, dificultando un cálculo exacto por métodos estequiométricos, si 
se desconoce la cantidad de azúcares totales, teniendo en cuenta el promedio de 
azúcares totales en mieles de caña el rendimiento para esta miel se estima entre un 
85 y 100%, considerando que la diferencia en los demás casos varía entre un 10 y 
15% mayor para la relación de GARZÓN frente al promedio de azúcares totales.  
** En cuanto al rendimiento con azúcares reductores, el cual no tienen en cuenta el 
resto de los azúcares como la sacarosa, este muestra cuantas veces tuvo que 
hidrolizar el microorganismo la sacarosa de las mieles en relación a los azúcares 
reductores, para el caso de la miel no invertida, se tiene que hidrolizo entre 22 y 27 
veces la misma cantidad de azúcares reductores al inicio, esto da una idea del 
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esfuerzo que tiene el microorganismo, puesto que con la miel invertida ronda 
alrededor de las 2 veces, lo que seguramente significa que el tiempo necesario para 
la fermentación con mieles invertidas es menor y debe investigarse esta diferencia 
en posteriores trabajos. 
Existen otros referentes teóricos que correlacionan el rendimiento con la cantidad 
de alcohol obtenido, en los que también se observan rendimientos con este tipo de 
comportamiento, según OLBRICH55 para los productos de la fermentación de 
melazas, se observa que con 1 tonelada de melaza se pueden producir 315L de 
alcohol, equivalente a 31,5L/100kg melaza, valor parecido a los 33L/100kg melaza 
de GARZÓN, por lo que se respalda la correlación. 
Como era de esperarse las mieles con mayor rendimiento fueron las invertidas, ya 
se había discutido que las cepas eran el factor determinante más importante de las 
fermentaciones, y esto se hace obvio al observar la diferencia entre los rendimientos 
de la cepa ATCC 4098 Y ATCC 9763, para cualquier tipo de miel y bajo las mismas 
condiciones la cepa ATCC 4098 se ubica entre un 20 y 30% por encima de la cepa 
ATCC 9763. Las mieles invertidas al presentar los azúcares desdoblados facilitan 
el trabajo del microorganismo, además acorta el tiempo necesario para que el 
microorganismo convierta todos los azúcares, por lo que a la larga la miel invertida 
al contar con el mismo tiempo de residencia que la no invertida para la fermentación 
no solo se aprovecharía mejor los azúcares reductores si no que se transformarían 
los azúcares restantes en menor tiempo que la miel no invertida.  
                                            
 
55 OLBRICH, H. The Molasses. Institut für Zuckerindustrie, Berlin. 1963. p 60 
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4. ESPECIFICACIONES DE LA PRODUCCIÓN DE ETANOL 
Se realizó un análisis de los costos de producción para cada combinación de miel-
cepa, tomando en cuenta el proceso en el ingenio, la cantidad de calor a retirar en 
el fermentador e insumos adicionales que podrían necesitarse. 
El proceso que se realiza en el ingenio tiene pequeñas variaciones de un proceso a 
otro, pero su base es la misma, por lo que se toman únicamente los costos 
adicionales para cada caso, en el caso de la miel invertida el único insumo adicional 
se trata de la invertasa, cuyo precio se estima en 300 COP/g, la cantidad necesaria 
varía entre 0,7-1 g invertasa/kg sacarosa. En ambos procesos se utiliza ácido cítrico 
como regulador de pH. En la Figura 16 y Figura 17, se observa el proceso en la 
planta para las mieles de caña no invertidas e invertidas respectivamente y en la 
Tabla 10 y Tabla 11se encuentra la especificación de cada corriente, en donde el 
flujo de calor en la etapa de fermentación es continuo durante 72 horas. 
Figura 16. Diagrama de producción de etanol por vía fermentativa empleando mieles de caña 
 
 
Tabla 10. Especificación de las corrientes del diagrama de producción de etanol por vía fermentativa   
empleando mieles de caña 
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Figura 17. Diagrama de producción de etanol vía fermentativa empleando mieles de caña invertidas 
 
 
Tabla 11. Especificación de las corrientes del diagrama de producción de etanol por vía fermentativa 
empleando mieles de caña invertidas 
 
 
Al comparar las Figura 16 y Figura 17 se evidencia que los dos procesos tienen en 
común las dos primeras etapas, en las cuales se lleva a cabo la transformación del 
jugo de caña clarificado a mieles de caña y la adición de ácido cítrico para el ajuste 
del pH, respectivamente, así como todas las etapas anteriores; por lo tanto para el 
cálculo de los costos no se tomaran en cuenta las etapas en común. 
4.1 COSTOS INTERCAMBIO DE CALOR 
El fermentador del que dispone el SENA de Villeta se trata de un fermentador de 
30L en acero inoxidable AISI 304 con serpentín, el serpentín tiene un desarrollo de 
9 metros, un diámetro de tubería de 15mm, espesor de 1,5mm y un diámetro de 
serpentín de 19cm, además usa una trampa de gases para liberar la presión a 2bar; 
en la Figura 18Figura 18 se puede observar el fermentador junto con su serpentín. 
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Figura 18. Fermentador con serpentín 
 
 
Para determinar cuánto calor se debe extraer, se determina el ΔH de la reacción de 
fermentación, luego con el porcentaje de etanol v/v de cada combinación cepa-miel, 
la capacidad del fermentador y la densidad del etanol, se determina el calor 
producido por la reacción. 
La formación de etanol se puede dar por medio de cualquiera de las dextrosas 
presentes en las mieles (glucosa y fructosa), por ello la importancia de determinar 
los azúcares reductores, estos dos azúcares tienen entalpías de formación distintas, 
por lo que para determinar la entalpía de la reacción con absoluta precisión se 
tendría que contar primero con las proporciones de los azúcares en las mieles. Sin 
embargo se sabe que la mayoría de los azúcares reductores se tratan de glucosa, 
esto sumado a que las entalpías de formación no difieren mucho entre si (-
1274kJ/mol para glucosa56 y -1265.6kJ/mol para fructosa57), por lo que se puede 
utilizar la entalpía de la glucosa sin desviarse del valor real. 
Ecuación 17. Formación de etanol con dextrosa 
𝐶6𝐻12𝑂6(s) →2𝐶2𝐻5(l)+2𝐶𝑂2(g) 
 
                                            
 
56 CHANG, R. Química sexta edición. McGRAW-HILL.1999. Apéndice 3 p A-13. 
57 NIST WEBBOOK. Consultado el 27 de Abril de 2017. En línea en: 
http://webbook.nist.gov/cgi/inchi?ID=C57487&Mask=2#Thermo-Condensed 
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Por medio de la Ecuación 17 y Ecuación 18, se determinó la entalpía de la reacción 
como -66.46kJ/mol usando -1274.5kJ/mol para glucosa, -276.98kJ/mol de etanol58 
y -393.5kJ/mol para dióxido de carbono59, a una temperatura estándar de 25°C. 
 












Para determinar el calor necesario a extraer se tomaron los porcentajes de etanol 
obtenidos y se convirtieron a porcentajes peso / volumen para poder tener la 
cantidad de etanol producido en peso con el volumen del fermentador, esto se hace 
con la densidad del alcohol absoluto (>99.5%v/v), la cual es de 0.789g/mL, 
finalmente teniendo en cuenta el volumen de 30L se determina la masa para cada 
combinación cepa-miel. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 
12, luego con ayuda de las masas obtenidas y el peso molecular del etanol 
(46.0684g/mol), se toma el resultado de la Ecuación 18 y se expresa en gramos de 
etanol con la Ecuación 19, dando -0,7213kJ/g etanol. 
 
























Invertida ATCC 4098 9,875 7,792 2337,516 
No invertida ATCC 4098 7,355 5,803 1740,995 
Invertida ATCC 9763 7,948 6,271 1881,311 
No invertida ATCC 9763 6,037 4,763 1429,062 
                                            
 
58 CHANG. Op. Cit 
59 Ibid., Apendice 3 p. A-9 
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Se determinó el flujo de calor de la reacción teniendo un tiempo de residencia de 72 
horas, para esto se usó la Ecuación 20, los valores obtenidos se resumen en la 
Tabla 13.  
 
Ecuación 20. Flujo de calor en el fermentador 










calor kJ/h  
Invertida ATCC 4098 2337,517 -23,418 
No invertida ATCC 4098 1740,995 -17,442 
Invertida ATCC 9763 1881,311 -18,847 
No invertida ATCC 9763 1429,062 -14,317 
 
Con la información de la Tabla 13, se determinó el flujo másico usando la Ecuación 
21 y la Ecuación 22, de la Ecuación 22 se fijó un flujo másico inicial, y una 
temperatura de salida inicial, luego por medio de la herramienta solver, disponible 
en Excel versión 2013,  se igualo el lado izquierdo de la ecuación con el lado 
derecho de la ecuación, del mismo modo se iguala el flujo de calor obtenido 
anteriormente, con el flujo de calor de la Ecuación 21 que se obtendría con T1=18°C 
y el T2 usado en la Ecuación 22; se tuvo por condiciones que la resta de la parte 
izquierda y derecha de la Ecuación 22 fuera igual a cero, que la resta de los flujos 
de calor fuese cero y que T2<30°C, cambiando los valores de T2 y flujo másico. 
Se tiene que para serpentines sumergidos en agua un estimado del coeficiente 
global de transferencia de calor U a bajas presiones (hasta 2 Bar) puede ser de 570 
W/(m2 oC)60 (2052kJ/h m2 oC), considerando el desarrollo de 9 metros del serpentín, 
junto con el diámetro de 15mm se tiene un área de intercambio de 0.42412 m2 , 
estos datos se usan en la Ecuación 22, los resultados para las temperaturas de 
salida del serpentín, así como el flujo másico se encuentran en la Tabla 14, la 
temperatura del agua de enfriamiento puede operar entre 18°C y 30°C, entre estas 
                                            
 
60 The Engineering ToolBox, consultado el: 27 de Abril de 2017. En línea en: 
http://www.engineeringtoolbox.com/heat-load-steam-pipes-water-d_287.html 
  61 
temperaturas el Cp es 4.18 y 4.178kJ/kg°C, por lo que se usa un valor fijo de  
4.18kJ/kg°C61. 
Para soluciones de melaza de 15°Brix el calor especifico es aproximadamente de 
0.9cal/kg°C (3.77kJ/kg°C)62, el coste atribuido al enfriamiento del fermentador, se 
calcula con base a una tarifa de 2296 COP/m3 con la Ecuación 23, en donde V es 
el volumen especifico del agua63. 
 
Ecuación 21. Flujo másico fermentador 
m =
−Q
Cp ∗ (T1 − T2)
 










) ∗ Θ    𝐾2 = 𝑒(𝑈𝐴)/𝑊𝐶𝑒 
Fuente 10. PERRY, ROBERT. Manual del ingeniero químico Sexta edición. McGRAW-HILL. 2001. Tomo 
III.p.40 
Dónde:  
t1  es la temperatura del jugo     (25°C) 
T1  es la temperatura de entrada del serpentín   (18°C) 
T2  es la temperatura de salida del serpentín   (°C) 
W  es el flujo másico de agua      (kg/h) 
Ce  es el Calor específico del agua     (kJ/kg°C) 
Cf  es el calor específico del jugo a fermentar   (kJ/kg°C) 
M  es la masa contenida en el fermentador    (kg) 
U  es el coeficiente global de transferencia de calor  (kJ/hm2°C) 
A  es el área de transferencia del serpentín   (m2) 
Θ  es el tiempo de residencia en el fermentador   (72h) 
                                            
 
61 The Engineering ToolBox, consultado el: 27 de Abril de 2017. En línea en:  
http://www.engineeringtoolbox.com/water-thermal-properties-d_162.html 
62 OLBRICH. Op Cit,.p.44 
63 Ibid. 
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Una muestra de la plantilla de solver para la cepa ATCC 9763 con miel no invertida 
se muestra en el Cuadro 5Cuadro 5, la masa en el fermentador M, se determinó 
teniendo en cuenta que se necesitan 6 y 7L aproximadamente de miel invertida y 
miel no invertida respectivamente, para tener 15°Brix en el fermentador al completar 
el volumen de 30L, se tomó entonces la densidad de cada miel, el volumen 
necesario y junto con la densidad y volumen para completar 30L de agua, se 
determinó la masa total en el fermentador. 
 
Cuadro 5. Muestra de plantilla para solver 
T1 18 °C  Izquierda Derecha Error 
T2 25,9 °C  1,068 1,068 1,17E-07 
t1 30 °C  K2 7,69E+207  
Cf 3,77 kJ/kg°C      
Ce 4,18 kJ/kg°C      
U 2052 kJ/hm2°C     
A 0,424 m2     
M 32,52 kg      
W 0,434 kg/h      
    
 
 










  -14,3168 -14,31 6,78E-07   
 
 
Ecuación 23. Costo de acueducto por fermentación 
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Invertida ATCC 4098 -23,42 24,2 0,9 $148,66 
No invertida ATCC 4098 -17,44 23,8 0,72 $118,89 
Invertida ATCC 9763 -18,85 23,9 0,76 $125,90 
No invertida ATCC 9763 -14,32 23,5 0,62 $103,18 
 
4.2 COSTOS Y SELECCIÓN DE COMBINACIÓN CEPA-MIEL 
Ya se han establecido los costos que genera el enfriamiento del fermentador, este 
al tratarse de un fermentador de 30L se puede conectar directamente a la corriente 
de agua y controlar el flujo directamente con una válvula de manera manual. La 
Tabla 15 resume los costos asociados a cada combinación y las posibles ganancias 
con la venta de etanol. 
El costo para cualquiera de las dos cepas es el mismo de 250.000 COP, pero este 
costo no cubre una sola fermentación, de lo experimentado durante la inoculación y 
fermentación de las cepas se observó que la biomasa obtenida durante la 
preparación del Inóculo podría ser suficiente para unas 16 fermentaciones, puesto 
se preparó el Inóculo en un medio de 5L, posteriormente se usó 1/8 de este medio 
luego del crecimiento de biomasa, para las fermentaciones, si se tiene en cuenta 
que en la adquisición de la cepa se tienen dos cepas, se tendría suficiente para 16 
fermentaciones en la primera replica y para 128 fermentaciones con una segunda 
replica; considerando que el 10%v/v para el fermentador serian 3L, se tendría 
suficiente con cada una de estas replicas para una fermentación, lo que se traduce 
en unas 64 fermentaciones por unidad de Inóculo inicial, haciendo dos replicas.  
El precio de venta que se tomó fue de 2228 COP, acorde con la Resolución 40349 
del 28 de Abril de 2017, entrando en vigencia desde el 1 de Mayo de 2017. 
 
  Tabla 15. Ganancia por venta de etanol por unidad de Inóculo inicial, para cada combinación cepa-miel 
Miel Invertida No invertida Invertida No invertida 
Cepa ATCC 4098 ATCC 4098 ATCC 9763 ATCC 9763 
Costo acueducto $             9.513,93 $             7.608,69 $             8.057,43 $             6.603,52 
Costo de la cepa COP $         250.000,00 $         250.000,00 $         250.000,00 $         250.000,00 
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Tabla 15. (Continuación) 
Costo de la cepa por 
unidad de Inóculo 
$         125.000,00 $         125.000,00 $         125.000,00 $         125.000,00 
Costo invertasa COP/g 
sacarosa 
$           19.200,00 NO APLICA 19200 NO APLICA 
Masa de miel a utilizar 
(g) 
545280 601664 545280 601664 
Costo total invertasa 
COP 
$           40.896,00 NO APLICA 40896 NO APLICA 
Etanol estimado L 189,608448 141,221376 152,603136 115,918848 
Costo total COP $         175.409,93 $         132.608,69 $         173.953,43 $         131.603,52 
Ingresos COP $         422.447,62 $         314.641,23 $         339.999,79 $         258.267,19 
Ganancia COP $         247.037,69 $         182.032,54 $         166.046,36 $         126.663,67 
 
Ecuación 24. Costo total 
Costo total = costo acueducto + costo de la cepa por fermentación + costo total invertasa 
 
Ecuación 25. Ingresos  
Ingresos = (litros de etanol estimado)(precio de venta por litro de etanol) 
 
Ecuación 26. Ganancia  
Ganancia = ingresos − costo total 
 
La Tabla 15 toma el precio de las cepas y lo divide en dos, debido a que se tienen 
dos cepas al momento de la compra y cada una se usa en un Inóculo inicial, los 
cálculos de costos, ganancia e ingresos se realizan mediante la Ecuación 24, 
Ecuación  25 y Ecuación 26. Ha de aclararse que no se tuvo en cuenta los gastos 
del proceso de separación puesto que el ingenio no cuenta todavía con los medios 
para dicha separación, por lo cual el precio real puede ser menor, por lo que el 
ingenio debería considerar la inversión de un fermentador de mayor volumen, así 
como la de una torre de destilación, para aumentar sus ganancias a largo plazo.  
De la  Tabla 15 se observa que la mayor ganancia se obtendría de la combinación 
ATCC 4098-Miel invertida, con una ganancia de 247.037,69 COP, también es de 
notarse que la ganancia que se podría obtener con ATCC 4098-Miel no invertida, 
es superior a la que se podría obtener con ATCC 9763-Miel no invertida, por lo que 
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para otros ingenios de la región en el momento no tengan acceso a la inversión de 
las mieles, podrían usar la cepa ATCC 4098 para su proceso. 
El tipo de cepa es el factor más determinante en la producción de etanol, como se 
vio en la sección 3.4.1, la cepa ATCC 4098 pese a contar con pocos referentes 
bibliográficos, demostró tener un alto rendimiento, entre el 85 y 100%, para mieles 
invertidas y del 73% para mieles no invertidas (Tabla 9), por lo que es la más 
adecuada para la fermentación con cualquier tipo de miel, por lo visto en el capítulo 
2 se sabe que las mieles invertidas poseen ventaja frente a las mieles no invertidas 
en los aspectos más relevantes (Tabla 5), para evitar la contaminación de las mieles 
no invertidas será necesario disminuir la carga microbiana contenida en dichas 
mieles. Se seleccionó la cepa ATCC 4098, por su rendimiento y la miel invertida por 
no contar la presencia de cristales al almacenarse en periodos prolongados de 
tiempo, una pureza relativa mayor a la de la miel no invertida en 1333.28% para el 
contenido de azúcares reductores, correspondiente a 0.295g azúcares reductores/g 
solidos solubles, y una viscosidad menor a la miel no invertida en 91.26%, 
correspondiente a 1643.6 cP.  
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5. CONCLUSIONES 
 Los resultados obtenidos de la caracterización de los dos tipos de mieles de 
caña de la región de Gualivá, en cuanto a pH, °Brix y concentración de azúcares 
reductores, son adecuados para su utilización como sustratos en la producción 
de etanol por vía fermentativa empleando las cepas Saccharomyces cerevisiae, 
ATCC® 4098TM* y ATCC® 9763TM*. 
 
 Las mieles de caña no invertidas son las que tienen un mayor grado dificultad 
de utilización en cuanto al transporte y almacenamiento, debido a que presentan 
una viscosidad un 91,25 % superior a la de las mieles de caña invertidas, y a la 
perdida de azúcares mediante la cristalización. 
 
 Se determinó que las muestras en las que se utilizó la cepa ATCC® 4098TM* y la 
miel invertida, presentaron una mayor concentración de etanol, arrojando 
rendimientos de 105,4% y 103,1% según la relación de GARZÓN, y de 86.52% 
y 84.65% según la cantidad promedio de azúcares totales en mieles de caña. 
 
 Respecto a las ganancias netas de las cuatro combinaciones entre los dos tipos 
de cepas y mieles, la combinación cepa ATCC® 4098TM*- miel invertida   presentó 
la mayor ganancia con un valor de 247.037,69 COP por unidad de Inóculo inicial, 
llevándolo a 2 réplicas, con un total de 64 fermentaciones de una duración de 72 
horas y utilizando 6L de miel en cada una.
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6. RECOMENDACIONES 
 Como el etanol es un producto que seguirá adquiriendo una mayor importancia, 
se recomienda aplicar los conocimientos adquiridos en distintas áreas de la 
ingeniería química para realizar un diseño del proceso de separación y 
purificación del etanol, obteniéndolo con un alto grado de pureza y así poder 
comercializarlo a un mayor precio. 
 
 La continuación del proyecto se puede basar en los datos obtenidos de costos, 
etanol producido y tipo de sustrato empleado, utilizando el conocimiento 
adquirido en el área de bioprocesos y microbiología industrial para obtener 
información del crecimiento microbiano y consumo de sustrato. 
 
 Basándose en los resultados obtenidos en el proyecto se recomienda continuar 
la investigación realizando pruebas de °Brix, concentración de azúcares 
reductores y pH, en las mieles de caña para determinar el tiempo límite de 
utilización de las mieles y así poder diseñar un sistema adecuado de 
almacenamiento y bombeo para las mieles. 
 
 Se le recomienda al ingenio hacer un análisis financiero que tenga en cuenta el 









  68 
BIBLIOGRAFÍA 
AGARWAL, Avinash Kumar. Biofuels (alcohols and biodiesel) applications as fuels 
for internal combustion engines. En: PROGRESS IN ENERGY AND COMBUSTION 
SCIENCE. vol. 33, no. 3, p. 233-271 
BALAT, Mustafa; BALAT, Havva y ÖZ, Cahide. Progress in bioethanol processing. 
En: PROGRESS IN ENERGY AND COMBUSTION SCIENCE. vol. 34, no. 5, p. 551-
573 
BUZAS, Zs. DALLMANN, K. SZAJANI, B. Influence of pH on the Growth and Ethanol 
Production of Free and Immobilized Saccharomyces cerevisiae Cells. Department 
of Biochemistry, Jozsef Attila University, Hungria. 1988 
CASAGRANDE, Ailto Antonio. Tópicos De Morfologia e Fisiologia Da Cana-De 
Açúcar. Funep, 1991.   
CHANG, R. Química sexta edición. McGRAW-HILL.1999. Apéndice 3 p A-13. 
CLARKE, Margaret A. y GODSHALL, Mary An. Chemistry and Processing of 
Sugarbeet and Sugarcane: Proceedings of the Symposium on the Chemistry and 
Processing of Sugarbeet, Denver, Colorado, April 6, 1987 and the Symposium on 
the Chemistry and Processing of Sugarcane, New Orleans, Louisiana, September 
3-4, 1987. Elsevier, 2013. 
Determination of Glucose by Titration with Fehling’s Reagent. [En linea].Truman 
State University. [Citado 10-Enero-2017]. Disponible en internet: 
http://blamp.sites.truman.edu/files/2016/01/Fehling-final.pdf 
DRAPCHO, Caye M.; NHUAN,Nghiem Phu y WALKER,Terry H. Biofuels  
ENCYCLOPEDIA OF BIOPROCESS TECHNOLOGY. p. 244-249 
Engineering Process Technology. McGraw-Hill New York, NY, USA, 2008 
ESPINOSA, R. 1984. The alcoholic Fermentation of molasses- practical aspects. 
Doctoral dissertation, Century University, New Mexico, p.32-36. 
FAJARDO, Erika y SARMIENTO, Sandra. Evaluación de melaza de caña como 
sustrato para la producción de Saccharomyces cerevisiae. Pontificia Universidad 
Javeriana. 2007 
GARZÓN, S y HERNANDEZ, C. Estudio comparativo para la producción de etanol 
entre Saccharomyces cerevisiae silvestre, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 
y Candida utilis ATCC 9950. Universidad Tecnologica de Pereira. 2009 
  69 
GRAVAN, Cynthia. Diseño de una instalación destinada a los procesos de 
fermentación alcohólica y mamolactica. Universidad de Cadiz, 2008  
Histórico de precios, promedio nacional ponderado. [En línea]. Federación nacional 
de productores de panela. [Citado 3-Marzo-2017]. Disponible en internet: 
http://www.fedepanela.org.co/images/precios/PP2SEP.pdf 
HONIG, Pieter. Principles of Sugar Technology, Vol I. Elsevier, Amsterdam. 1953 
p.38 
Ibid., Apendice 3 p. A-9c 
Información general sector azucarero. [En línea]. Federación nacional de 
biocombustibles de Colombia. [Citado 3-Marzo-2017]. Disponible en internet: 
http://www.fedebiocombustibles.com/v3/estadistica-mostrar_info-tituloAlcohol_ 
Carburante (Etanol).htm  
Informe de rendición de cuentas 2016-2017 “el renacer del campo”. [En línea]. 
Ministerio de agricultura. [Citado 3-Marzo-2017]. Disponible en internet: 
https://www.minagricultura.gov.co/Documentos%20Publicos/RENDICION%20DE%
20CUENTAS%20-%20INFORME%202016-2017.pdf  
INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TÉCNICAS Y CERTIFICACIÓN. 
Documentación. Presentación De Tesis, Trabajos De Grado y Otros Trabajos De 
Investigación. NTC 1486. 6th ed. Bogotá D.C.: 2008. 42 p.     
--------. Referencias Bibliográficas. Contenido, Forma y Estructura. NTC 5613. 
Bogotá D.C.: 2008. 38 p.     
--------. Referencias Documentales para Fuentes de Información Electrónica. NTC 
4490. Bogotá D.C.: 1998. 27p.  
Jaques, K. A., Lyons, T. P., and Kelsall, D. R. The Alcohol Textbook. Nottingham 
University Press: 2003, p. 77-78. 
JONES, Rodney y GREENFIELD, Paul. Effect of carbon dioxide on yeast growth 
and fermentation. Deparment of chemical engineering, University of Qeensland, St 
Lucia. Enzyme microbiology. Technology Vol 4. Australia. 1982. p. 213  
JONES, RP y GREENFIELD, PF. A review of yeast ionic nutrition. I: growth and 
fermentation requirements. En: PROCESS BIOCHEMISTRY. vol. 19, no. 2, p. 49-
52.  
LALUCE,Cecília, et al. Continuous ethanol production in a nonconventional five-
stage system operating with yeast cell recycling at elevated temperatures. En: 
  70 
JOURNAL OF INDUSTRIAL MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY. vol. 29, 
no. 3, p. 140-144 
LOPEZ, Noe; ORLIC, Sandi. Effects of temperature, pH and sugar concentration on 
the growth parameters of Saccharomyces Cerevisiae, S. Kudriavzevii and their 
specific hybrid. International Journal of food microbiology. 2009 
MELGAR, Mario; MENESES, Adlai. EL CULTIVO DE LA CAÑA DE AZÚCAR EN 
GUATEMALA. 2014. Artemis Edinter S.A. p 336-390. 
NARENDRANATH, Neelakantam y POWER, Ronan. Relationship between pH and 
Medium Dissolved Solids in Terms of Growth and Metabolism of Lactobacilli and 
Saccharomyces cerevisiae during Ethanol Production. American Society for 
Microbiology – Applied and Enviromental Microbiology. Mayo de 2005. p. 2239-2243 
NIST WEBBOOK. Consultado el 27 de Abril de 2017. En línea en: 
http://webbook.nist.gov/cgi/inchi?ID=C57487&Mask=2#Thermo-Condensed 
OLBRICH, H. The Molasses. Institut für Zuckerindustrie, Berlin. 1963. p 36, 40, 60 
OSPINA, A. y PALACIOS,M. Efecto del cultivo de levaduras sobe la carga orgánica 
de los efluentes de SUCROMILES SA  
OSUMI, Masako. Pressure effects on yeast cell ultrastructure: changes in the 
ultrastructure and cytoskeleton of the dimorphic yeast, Candida tropicalis. High 
pressure and biotechnology. 1992. p. 9-18. 
Patente US 4350765 A, Method for producing ethanol with immobilized 
microorganism [En linea]. [Citado 20-Febrero-2017]. Disponible en internet: 
https://www.google.com/patents/US4350765 
PUENTES, Adriana. Producción estimulada de alcohol a partir de mieles de caña 
mediante un complejo enzimático obtenido de Rhizopus spp. Universidad Industrial 
de Santander. 2008. p.39. 
QUESADA, Walter F. Determinación de parámetros óptimos para la producción y 
aromatización de miel hidrolizada, panela soluble y azúcar. Universidad Tecnica del 
Norte. Ibarra Ecuador. 2007 
RAMIREZ, Nidia L. Evaluación de los cambios fisicoquimicos en la composición de 
la melaza almacenada respecto al tiempo. Universidad de San Carlos de 
Guatemala. 2000. p. 9-10 
  71 
GARZON, S. HERNANDEZ, C. Estudio comparativo de la producción de etanol 
entre Saccharomyces cerevisiae silvestre, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 
y Candida utilis ATCC 9950. Universidad tecnológica de Pereira. 2009 
STEELE,D. Bernie y STOWERS,Mark D. Techniques for selection of industrially 
important microorganisms. En: ANNUAL REVIEWS IN MICROBIOLOGY. vol. 45, 
no. 1, p. 89-106 
TANAKA,Kenji; HILARY,Zakpaa D. y ISHIZAKI,Ayaaki. Investigation of the utility of 
pineapple juice and pineapple waste material as low-cost substrate for ethanol 
fermentation by Zymomonas mobilis. En: JOURNAL OF BIOSCIENCE AND 
BIOENGINEERING. vol. 87, no. 5, p. 642-646 
The Engineering ToolBox, consultado el: 27 de Abril de 2017. En línea en:  
http://www.engineeringtoolbox.com/water-thermal-properties-d_162.html 
The Engineering ToolBox, consultado el: 27 de Abril de 2017. En línea en: 
http://www.engineeringtoolbox.com/heat-load-steam-pipes-water-d_287.html 
Tiempo meteorológico Villeta, Colombia. [En línea]. [Citado 14-Junio-2017]. 
Disponible en internet: http://www.accuweather.com/es/co/villeta/108238/ 
month/108238?monyr=6/01/2017 
TORTORA,Gerard J.; FUNKE,Berdell R. y CHRISTINE,L. Case. Microbiology: An 
Introduction 
WILLEY,Joanne; SHERWOOD,Linda y WOOLVERTON,Chris. Prescott's 























  73 
ANEXO A. 
CALCULO ECUACIONES 3 A 9 
 
factor de Fehling =
g glucosa
mL solución
∗ mL titulación Blanco 
factor de Fehling =
2,5g glucosa
500mL solución
∗ 5,7mL solución 
factor de Fehling = 0,0285g glucosa 
 
 [Miel de caña] =
factor de Fehling
mL titulación miel de caña
∗
1000mL solución
100mL Miel de caña
  





100mL Miel de caña
  
[Miel de caña] =
0,01827g azúcares reductores
mL Miel de caña
 
 
 [Miel invertida de caña] =
factor de Fehling


















[Miel de caña p/p] = [Miel de caña] ∗
1
ρMiel de caña no invertida
 
[Miel de caña p/p] =
0,01827g azúcares reductores
mL Miel de caña
∗
1mL miel de caña
1.343g solución
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[Miel de caña p/p] =




Pureza relativa Miel de caña =
[Miel de caña p/p]
[°Brix Miel de caña no invetida]∗
 






Pureza relativa Miel de caña =





[Miel invertida de caña p/p] = [Miel invertida de caña] ∗
1
ρMiel invertida de caña
 







[Miel invertida de caña p/p] =




Pureza relativa Miel invertida de caña =
[Miel de caña p/p]
[°Brix Miel invetida de caña]
 






Pureza relativa Miel invertida =
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ANEXO B. 
INSTRUCCIONES DE USO KWIK-STICK 
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ANEXO C. 
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ANEXO D. 
CERTIFICADO CEPA ATCC 9763 
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ANEXO E. 
FICHA CEPA ATCC 4098 
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ANEXO F. 
FICHA CEPA ATCC 9763 
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ANEXO G. 
INFORME DE CROMATOGRAFIAS 
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ANEXO H. 
CALCULOS ECUACIONES 10-16 
 
Masa de miel = Volumen de miel ∗ ρ 
  





Masa de miel (invertida) = 1,42kg 
 





Masa de miel (no invertida) = 1,53102kg 
 










Volumen de etanol teorico (invertida) = 0.4686L 
 





Volumen de etanol teorico (no invertida) = 0.50524L 
 




 segun relación =




























 segun relación(no invertida) = 10.10% 
 
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 = [𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠] ∗ 𝑉 
 
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 (𝐼𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎) = 0,31667𝑔 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟/𝑚𝐿 ∗ 1000𝑚𝐿 
 
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 (𝐼𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎) = 316.67𝑔 
 
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 (𝑁𝑜 𝐼𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎) = 0,01827𝑔 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟/𝑚𝐿 ∗ 1140𝑚𝐿 
 
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 (𝑁𝑜 𝐼𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎) = 20.83𝑔 
 
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑒𝑙 ∗ 0.62 
 
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 (𝐼𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎) = 1420𝑔 ∗ 0.62 = 880,4𝑔 
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𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑧𝑢𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 (𝑁𝑜 𝐼𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎) = 1531𝑔 ∗ 0.62 = 949,2𝑔 
 






Para azúcares reductores 









Para azúcares totales 












































∗ 100 = 0.27% 
Para azúcares totales 























∗ 100 = 12.31% 
 
 
 
 


